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schwere blutige Durchfälle, das hämolytisch-urämische Syndrom und andere Erkrankungen
hervorrufenkönnen.Siewerden indieGruppederShigaToxin-produzierenden E.coli  (STEC)
eingeordnet,wobeiunterEHECjeneSTECzuverstehensind,dienachgewiesenhumanpathogen
sind.ProphylaktischsolltenallerdingsalleSTECals humanpathogenbetrachtetwerden.EHEC
wurdenweltweit in denAusscheidungenvieler verschiedenerTierewie beispielsweise Ziegen,
Schafe,Hunde oderVögel nachgewiesen. Das Infektionsrisiko für denMenschen liegt jedoch
vorwiegend in dem Verzehr kontaminierter Lebensmittel aus Rindern, da bei bis zu 80% der
Bestände STEC nachgewiesen werden konnten. Ungenügend gegartes Fleisch, Milch und
Milchprodukte, aber auch gedüngte Produkte wie z.B. Salat bilden oftmals die Quellen neuer
Infektionen. Wegen der sehr geringen Infektionsdosis (10-100 CFU) besteht die Gefahr von
Schmierinfektionen und großflächiger Ausbrüche. EHEC-Infektionen sind bislang nicht
intervenierbar, da die Vergabe von Antibiotika wegen des Risikos schwerer
Folgekomplikationen nicht angezeigt ist, und als Impfstoff gegen EHEC wird bislang nur
serotypischesLPSgetestet.
DasZieldieserArbeitwardieIdentifizierungundCharakterisierungneuerVirulenzfaktorenaus
EHEC EDL933, der als Referenzstamm humanpathogener STEC gilt. EHEC EDL933 gehört
zum Serotyp O157, der in Europa und den USA als der häufigste Verursacher von EHEC-
InfektionenbeschriebenwurdeundderdurchdieExpressionvonShigaToxin(STx)1undSTx2
alsbesondersvirulenteinzustufenist.DieEHEC-InfektionanEpithelzellenisthistopathologisch
vergleichbar mit der Infektion durch enteropathogene E. coli  (EPEC) und führt zur engen
Anhaftung der Bakterien an die eukaryontischen Zellen, Reorganisation des Cytoskelets unter
derBildungerhabenerStrukturen( pedestals),aufdenendieBakterienaufgelagertsind,undzur
Zerstörung der Mikrovilli, was zusammengefasst als attaching and effacing  (A/E) bezeichnet
wird. Die genetische Grundlage des A/E bildet die chromosomal inserierte Pathogenitätsinsel
LEE( Locusofe nterocytee ffacement).ZuBeginndieserArbeitwarennurwenigeGenedesLEE
aus EPEC bekannt ( sepA-D, eaeA, espB); für EHECwar nur eaeA, das Gen für das Adhäsin
Intimin,publiziert.DieKlonierungvon espB ausEHECboteinenAnsatz,neueVirulenzfaktoren
desauchinEPECunbekannten,etwa4,4kbgroßenSequenzbereicheszwischen eaeA und espB
zuidentifizieren.
1.DiePathogenitätsinselLEE ausEHECenthält in derSequenz zwischen eaeA  und espB  vier
weitere Gene: pas, sepL, espA  und espD. Die Translationsprodukte aller Gene einschließlich
espB  wurden mittels immunchemischer Methoden nachgewiesen und durch die fehlende
ExpressioninDeletionsmutanten(ausser espB)bestätigt.
2. Die Klonierung, Sequenzierung und Analyse des espB-Gens zeigte, dass EspB aus EHEC,
STECundEPECmit77bis82%Similaritäthomologsind.AllerdingsenthaltendieSequenzen
ausSTECundEHECeinweniger starkausgeprägtesSerin-undThreonin-reichesMotiv imN-
Terminus sowie deletierte Bereiche im C-Terminus, was möglicherweise für die berichtete
Zusammenfassung SeiteB
Verstärkung der Invasivität durch die Verfügbarkeit von EspB aus EPEC verantwortlich ist.
EspBwurde von anderen Autoren als ein in die eukaryontische Wirtszellmembran inseriertes
Protein beschrieben. Studienmit aufgereinigtemEspB aus EHECEDL933 zeigten, dass EspB
per se nicht in der Lage ist, in die Cytoplasmamembran zu integrieren, sondern es bedarf
wahrscheinlichzusätzlicherFaktorendesTypIIISekretionssystemsbzw.seinerZielproteine.
3. Die Analyse von espD und seines Translationsproduktes zeigte, dass EspD während der
InfektionmitEHECEDL933ähnlichwieEspBindieCytoplasmamembrandereukaryontischen
Wirtszelle inseriertwird.DieCharakterisierung einer in-frame Deletionsmutante von espD aus
EHECEDL933wiesdieNotwendigkeitdiesesProteinsfürdenPathogenitätsprozessvonEHEC
auf, da keine Aktinakkumulation erfolgte und keine enge Bindung der Bakterien an die
Wirtszellen möglich war. Allerdings wurde eine leichte Adhäsivität beibehalten, was auf die
ErhaltungadhäsiverFaktorenfürdieInitialbindunganEpithelzellenhindeutet,währenddiefeste
Intimin-Bindungunterbundenist.TatsächlichkonnteEspAalseineKomponenteunstrukturierter
Proteinaggregationen auf der Oberfläche der espD-Mutanten nachgewiesen werden, was die
BedeutungvonEspD inderProduktion vonEspA-Filamenten (s. 4.) deutlichmacht.Eswurde
dieHypothesewiederlegt, dass EspD eine Komponente derEspA-Filamente sein könnte. Eine
Komplementation der espD-Mutante stellte den Phänotyp des Wildtyps wieder her, da die




zu eukaryontischen Zellen. Eine hergestellte in-frame Deletionsmutante deckte die absolute
Notwendigkeit dieses Proteins zur leichten und zur festen Bindung von EHEC EDL933 an
Epithelzellenauf.DieEspA-FilamentegenanntenOberflächenstrukturenvermittelndemnach in
EHEC die initiale Bindung an die Wirtszellen, was sich von der Situation in EPEC darin
unterscheidet,dassinEPECdie bundleformingpili dieseadhäsiveFunktionmaskierenkönnen.
Bindungsstudien mit aufgereinigtem EspA ließen jedoch keine klare Aussage über diese
Kapazität des EspA-Proteins zu, was entweder ein Resultat der schwachen Bindung ist, oder
EspA selbst besitzt keine Bindungseigenschaft für epitheliale Zellen, sondern die EspA-
Filamente enthalten möglicherweise adhäsive tip-Proteine.DieAufklärung der Bedeutung von
EspA in dem Pathogenitätsprozess von EHEC lieferte die Grundlage für ein neues
Infektionsmodell(s.8.).
5.SepListnachFraktionierungvonEHECEDL933sowohlinderFraktiondesCytoplasmasals
auch indenFraktionenderäußerenMembransowie ingeringererMengeder innerenMembran
nachgewiesen worden. Auf Grund von Sequenzanalysen wird allerdings davon ausgegangen,
dassSepLkein integralesProtein ist, sondernmembran-assoziiert vorliegt oder einLiganddes
Typ III Sekretionsapparates ist. SepL besitzt proteinbindende Eigenschaften und bindet an ein
über 90 kDa großes sekretiertes Protein. Darüberhinaus enthält die Aminosäuresequenz von
SepLputativeDomänen,diefüreineMultimerisierungundmöglicherweiseauchfüreineDNA-
bindende Funktion verantwortlich sein könnten.Tatsächlich konnte gezeigtwerden, dass SepL
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die Sekretion eines unbekannten 54 kDa großen Proteins verhindert und dass das Fehlen von
SepLzurSekretionverkürzterEspE-Fragmenteführt,wasdurcheinefehlendeChaperon(OrfU)-
Aktivität fürEspEerklärtwerdenkönnte.Eine in-frame Deletionsmutante von sepL  sekretierte
nur sehr geringe Mengen von EspA, EspB und EspD, jedoch EspE vergleichbar wie der
Wildtypstamm, was die Bedeutung von SepL als essentielle Komponente des Typ III
Sekretionssystems ausschloss. Durch eine Komplementation der sepL-Mutante wurden die
Sekretionseigenschaften wiederhergestellt. Dieses sind Hinweise auf eine mögliche
regulatorischeRollevonSepL.DNA-Bindungsstudienzeigten jedoch,dassaufgereinigtesSepL
allein nicht an die DNA-Sequenz zwischen eaeA  und espB  bindet. Neben der Möglichkeit
andererBindungsstellen imLEEkönnteSepLnur alsHeteromer aktiv sein, als Fusionsprotein
oderunterdengewähltenBedingungen inaktivsein,oderdieRolle vonSepL inderRegulation
liegt in der indirekten Feinregulierung der Virulenzkaskade, indem es andere Regulatoren
beeinflusst. Mittels aufgereinigtem SepL generierte Antikörper dienten zur Lokalisation des
Proteins. SepL liegt in der äußeren Membran exponiert vor, was in Analogie zu YopN aus
YersiniaaufeineSensor-FunktiondesProteinsschließenlassenkönnte.
6.Paswurdeals eineKomponente desTyp IIISekretionssystemsvonEHEC identifiziert.Das
Vorliegen von Pas ist essentiell für die Sekretion der Proteine EspA, EspB, EspD und EspE.
Mittels aufgereinigtem Pas generierteAntikörper dienten zurAufklärung der Lokalisation von
Pas in der inneren Membran, was durch die Detektion einer in Permeasen konservierten
Transmembrandomäneunterstütztwurde.DasVorliegenmodifizierterFormen,derenCharakter
wahrscheinlich Myristoylierungen sind, und bindende Eigenschaften an sekretierte Proteine -
wobeiaufgereinigtesPasundPasdercytoplasmatischenFraktiondieseEigenschaftbesaßen,Pas
der inneren Membran hingegen nicht - lassen den Schluß zu, dass Pas möglicherweise einen
alternierenden Zyklus aus Bindung von Zielproteinen für die Sekretion und Abgabe der
ZielproteineandasTypIIISekretionssystemanderinnerenMembranunterläuft.
7. Die genetische Organisation des Bereiches zwischen eaeA  und espB  wurde mit Hilfe von
Northern-Blot-Analysen,5'-RACE-ExperimentenundPrimerExtensionAnalysenaufgeklärt.So
bilden pas und sepL  monocistronischeOperatoren. Die Gene espA, espD und espB  bilden ein
Operon,demkeineweitereEinheitdownstreamvon espB angehört.DieRegulationvon espB  ist
unter den gewählten Bedingungen vom Promotor des esp-Operons abhängig, was die Theorie
einermonocistronischenTranskriptionwiderlegt.Durchß-Galaktosidase-ReporterExperimente
wurde gezeigt, dass die Expression des esp-Operons durch den Kontakt mit eukaryontischen
Zellen, durch Bedingungen, die denen des Gastrointestinalsystems ähneln, und durch das
Megaplasmidstimuliertwird.
8.NachdenErkenntnissenüberdiesekretiertenProteineEspA,EspBundEspDließsicheinan
die vorgeschlagenen Modelle für EPEC-Infektionen angelehntes neues 4-Stufen-Modell der
Infektion vonEpithelzellenmitEHEC erstellen, das das Problem der Initialbindung sowie der
BildungvonMikrokolonien ohne dasVorhandensein von bundle formingpili  inEHECbehebt
undgleichzeitigaufweist,dassdie über dasTyp IIISekretionssystemausgeschleustenProteine
nicht indasMediumabgegebenwerden, sondern eine gerichteteTranslokation über dieEspA-
Zusammenfassung SeiteD
Filamente in die Wirtszelle erfahren. EspB und EspD bilden nach dieser Hypothese einen
Translokator-KomplexinderCytoplasmamembranderWirtszelle.
Die Analyse des zwischen eaeA  und espB  situierten Sequenzabschnitts zeigte, dass alle darin
enthaltenenGenefürdenPathogenitätsprozessvonEHECessentielleVirulenzfaktorenkodieren,
dieineinemfrühenStadiumderInfektionvonBedeutungsind.ZweidieserFaktoren,EspAund
SepL, sind exponierte Oberflächenproteine, die in den Experimenten mit ganzen Zellen durch
spezifischeAntikörperzugänglichwaren.SepListüberdiesinverschiedenenEPEC-undEHEC-
Stämmen hochkonserviert, und es darf angenommen werden, dass dies eine konservierte
Funktion von SepL im A/E-Prozess widerspiegelt, so dass SepL möglicherweise auch in
weitvervandten A/E-auslösendenBakterien, die den LEE enthalten, konserviert vorliegt. EspA
und SepL bieten sich somit als potentielle Antigene für die Immunisierung an, die
möglicherweise über die Gruppe pathogener A/E- E. coli  (EHEC, STEC, EPEC, diffus
adhärierende E. coli , kanninchen-pathogene E. coli ) hinaus auch vor anderen A/E-Bakterien




Bis vor kurzer Zeit erschien es, dass eine globale Kontrolle über Infektionskrankheiten
durchführbar sei. Viele Krankheiten wähnte man nahe der Ausrottung, wie es für die Pocken
erreichtwordenist.AberdieZahlder Infektionendurch intensiv bekämpfteErregerhatwieder
zugenommen.SozähltdieMalariaweiterhinzudenInfektionenmitdenhäufigstenTodesfällen.
Und auch der weltweite "Rückfall" durch Tuberkulose stellt ein großes gesundheitliches
Gefährdungspotentialdar–nichtnur fürEntwicklungsländer, sondernauch für Industrieländer,
deren Bewohner unter exzellenten hygienischen und soziologischen Bedingungen leben.
Insgesamt beruhen etwa 1/3 der Todesfälle weltweit auf Auswirkungen von
Infektionskrankheiten (s. Abb. 1). Dabei nehmen Infektionen, die von Person zu Person
übertragen werden, eine bedeutende Stellung ein, gefolgt von Lebensmittel-, Wasser- und
Bodenkontaminationen (s. Abb. 1). Werden die Infektionskrankheiten symptomatisch























gerichteten Selektionsdruck auf das Überleben von Bakterienstämmen. Beispielsweise ist der
Anteil Antibiotika-resistenter Salmonella-Stämme bei Infektionen in den USA von 17% Ende
der70erJahreauf31%Endeder80er Jahregestiegen (Leeet al.1994).EineFolgehiervon ist
die erhöhte Hospitalisierung erschwerter Fälle durch Infektionen mit Antibiotika-resistenten
Stämmen (Lee et al. 1994). Zunehmend entstehen auch mehrfach-resistente Bakterienstämme,
wie z.B. Salmonella typhimurium  DT104, der durch seine Resistenz gegen Ampicillin,




Zahl der Lebensmittelinfektionen um etwa 350fach höher eingeschätzt wird als die erfassten
Fälle indizieren (WHO, 1997a). Besonders erschreckend sind die in Entwicklungsländern bei
Kindernunter5 Jahren durch kontaminierteLebensmittel hervorgerufenen1.5MilliardenFälle
vonDurchfallerkrankungenmitüber3MillionenTodesfällen.Verursachersindhierfürvorallem






















hygienischen Bedingungen und Verwendung hoher Technologiestandards zur Reinhaltung der
LebensmitteleinenstetigenAnstiegnahrungsbedingterInfektionen(WHO,1997a).
LebensmittelinfektionenbedingenüberdieshoheökonomischeKosten,wieauseinerStatistikfür
dieUSAersichtlichwird,wonach7Pathogene( Campylobacterjejuni , Clostridiumperfringens ,
E.coli O157:H7, Listeriamonocytogenes , Salmonella, Staphylococcus aureus  und Toxoplasma




Die Anzahl infektionsanfälliger Personen innerhalb der Industriestaaten nimmt stetig zu
(Altekruse et al. 1997).Dies begründet sich durch denwachsendenAnteil derBevölkerung an
immunokomprimiertenPersonen,wasausdersteigendenZahlältererMenschen,HIV-Infizierter
undchronischErkrankterfolgt.ZudemermöglichendiemedizinischenErfolgevielenMenschen
eine erhöhte Überlebensrate, z.B. durch neue Krebstherapien, aber dies geschieht oftmals auf
KosteneinereingeschränktengesundheitlichenVerfassung.
2.2.  IndustrieundTechnik
Die gewachsene Massenproduktion und die weitere räu mliche Verteilung von Lebensmitteln




bislang größten Rückrufaktion von Lebensmitteln 10.000 Tonnen rohe gefrorene Hamburger




und 1994 auch ein erhöhtes Risiko an Lebensmittelinfektionen einher (Altekruse et al. 1997).
Infektiöse Ausbrüche resultierten zuweilen aus dem Verzehr frischer Produkte, die durch
DüngungoderunsachgemäßeHandhabungkontaminiertwaren,sodurchSalat,gekochtemMais,
JoghurtoderKäse(WHO,1996a).Auch FastFood KettensindhäufigInfektionsquellen,wobei
ungenügendgegartesFleisch die häufigsteUrsache von Infektionendarstellt (Bockemuehl und
Karch,1996).RegistrierteAusbrüchedurchLebensmittelinfektionen in denUSA innerhalb der
90er Jahre gingen mit beinahe 80% zu Lasten von auswärtigem Essen (Bean et al. 1996).
Unsachgemäße und unhygienische Handhabung der Lebensmittel betreffen, insbesondere in
Restaurantketten,oftgleichmehrerePersonen,aberauchdasUnwisseneinzelnerPersonenüber




Die globale Beweglichkeit einer steigenden Anzahl von Personen hat in diesem Jahrhundert
kontinuierlich und drastisch zugenommen. Reisende werden mit vielen ihrem Immunsystem
unbekanntenPathogenenkonfrontiert.Esbesteht somitzumeinen das persönlicheRisiko einer
Erkrankung,zumanderenauchdieVerschleppungderPathogene indasHeimatland,besonders
da vieleErkrankungen erstmehrereTage nach der Infektion symptomatischwerden (Finelli et
al.1992;Eberhart-Phillipsetal.1996).AberauchderweltweiteTransportderLebensmitteloder
anderer Güter per se beinhaltet das Risiko der Verbreitung pathogener Keime (Taylor et al.
1993).
2.5.  NeuauftretendeKrankheitserreger
Mehr als 30 neue Krankheitserreger wurden von der WHO innerhalb der letzten 20 Jahren
registriert.DaruntergehörensobekanntewieHIV,vondemvor15Jahrenkaum jemandetwas
wußte und das heutzutage mit etwa 20 Millionen Erwachsenen weltweit lebensbedrohliche
Ausmaße annimmt; neue Typen des Hepatitis B Virus, deren Verbreitung die Zahl von 2
Milliarden infizierter Personen erreicht hat; oder Ebola, dessen hämorrhagisches Fieber
innerhalbwenigerTage80%derInfiziertensterben läßt.Aucheine neueProtozoederGattung
CryptosporidiumhatfürmehrereAusbrüchegesorgt.
Eswurdendarüberhinausneue bakterielleKrankheitserreger registriert, soz.B.neueVarianten
altbekannter Stämme wie Vibrio cholerae  (Serotyp O139) oder Escherichia coli .
Enterohämorrhagische E. coli  stellen durch ihre ubiquitäreErscheinung, ihre hohe Infektiösität
und das durch sie verursachte Krankheitsbild ein ernstzunehmendes weltweites
Gefährdungspotentialdar,dessenAusmaßsichbislangnurfüreinigeLänderabschätzenlässt.
3.  MikrobiellePathogenität
Die Fähigkeit einer Spezies von Mikroorganismen, in einem Makroorganismus Krankheit zu
erzeugen,nenntmanmikrobiellePathogenität (modifiziertnachHahnetal.1994).
DasLebenvonMakroorganismen istohnedieExistenzderMikroorganismen nicht zu denken.
Jegliche Prozesse von Produktion über Konsumierung bis zur Mineralisation gehören zum
Repertoir mikrobiologischen Potentials. Das Leben des evolutiv am höchsten entwickelten
Lebewesens dieserErde ist trotz der fortgeschrittenen Kontrolle über viele Bereiche derNatur
dochgrundlegendverwurzeltmitdenniedrigstenLebensformen.
Das menschliche Leben beginnt in einer hochsicheren Umgebung, in der Bedingungen wie
TemperaturundErnährungoptimalgehaltenwerden.DerFötusentwickeltsichineinemsterilen
Bereich, der weitgehend vor Mikroben geschützt ist. Lediglich eine mütterliche Infektion mit
Pathogenen wie Cytomegalovirus, Rubella Virus oder Toxoplasma  können das Ungeborene
transplazenteralinfizieren.AberdienormalerweisesterileSituationkommtzueinemplötzlichen
jedoch natürlichen Abbruch, wenn das Kind während der Geburt mit der mütterlichen
Vaginalflora und anschließend denOrganismen derUmwelt in Berührung kommt. Tatsächlich
werden ab dem Zeitpunkt der Geburt die kindliche Oberfläche, Oropharynx, gastrointestinale
undandereSchleimhäutekontinuierlichvonMikroorganismenbesiedelt.DieZusammensetzung
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der mikrobiellen Gemeinschaft kann sich im Laufe des Lebens ändern, abhängig vom
individuellen Zustand einer Person, wie z.B. Stabilität des Immunsystems, Ernährungsweise,
Handhabung von Hygienemaßnahmen oder die Einnahme von Antibiotika. Allerdings dürfen
viele Mikroorganismen der menschlichen Flora als nutzbringend betrachtet werden, da sie






Vaginalflora. Aber selbst Mikroorganismen, von denen bekannt ist, dass sie schwere
Erkrankungen hervorrufen können, sind natürliche Bewohner der menschlichen Haut oder
Schleimhäute. Escherichia coli  beispielsweise ist ein gewöhnlicher Kommensale des
Gastrointestinalsystems.Aber im Falle einer Sepsis,Meningitis oder nokosomialer Pneumonie
kanndiesereigentlichwertvolleMikroorganismus lebensbedrohlicheKomplikationen auslösen.
DieLipopolysaccharide (Endotoxine) stellendabeidenHauptfaktorderErkrankungdar, indem
sie Fieber, Komplementaktivierung, hypotonen Schock und Verbrauchskoagulopathie
verursachen.AndereBeispielesindEnterokokken, Enterobacterund Bacteroidesfragilis .Solche
Organismen werden als fakultativ pathogen (Opportunisten) bezeichnet und entfalten ihre
potentielleVirulenz nur unter für denWirtsorganismus ungünstigenUmständen.Davon heben
sich die obligat pathogenen Organismen ab, die ungeachtet der individuellen Verfassung des
Wirtes klinisch signifikante Krankheiten auslösen. Hierzu gehören u.a. Bacillus anthracis , ß-
hämolysierendeStreptokokken, Neisseriagonorrhoeae ,Salmonellen,Shigellen, Yersiniapestis ,
Y.pseudotuberculosis und Y.enterolitica .
4.  Pathogene Escherichiacoli
Die zur Familie der Enterobacteriaceae gehörende Gattung E. coli  beinhaltet neben den zur
physiologischenDarmfloragehörenden fakultativpathogenen E.coli  auchobligatpathogene E.
coli.ZuletzterenzähltmannebendenuntenaufgeführtenGruppenauchdiffusadhärierende E.
coli (DAEC),uropathogene E.coli (UPEC)undneonataleMeningitiserregende E.coli (NMEC).
4.1.  Shiga Toxin produzierende E. coli  (STEC) und enterohämorrhagische E. coli
(EHEC)
UnterSTECwerdenjene E.coli -Stämmezusammengefasst,dieShigaToxinoderShigaähnliche
Toxine produzieren. In dieseGruppe fallen die nachweislich humanpathogenenEHEC,welche
ausführlichinKapitel5.behandeltwerden.
4.2.  Enteropathogene E.coli (EPEC)
EPECverursachen imBesonderendieSäuglingsenteritis,dieunbehandeltzueinerLetalitätvon
50%führtunddahereine inEntwicklungsländernhäufigeUrsachehoherSäuglingssterblichkeit
darstellt. In Europa und Nordamerika treten EPEC-Infektionen selten auf, meist auf
Säuglingsstationen oder Kindertagesstätten. Die Übertragung dieser Pathogene erfolgt in den
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meisten Fällen auf dem fäkal-oralen Weg. Die Pathogenese zeichnet sich dadurch aus, dass
wenigeStundennach InfektioneinemassiveBesiedlungdesDünndarmserfolgt.DieBakterien
lagernsich nachPenetration desMucus unterBildungvonMikrokolonien an dieEpithelzellen
an, wobei der Mikrovillisaum zerstört wird und nachfolgend wäßrig-schleimige Durchfälle
auftreten.BekannteVirulenzfaktoren ausEPEC sind auf einerPathogenitätinsel LEE ( locus of
enterocytee ffacement) sowieextrachromosomalauf einem60 kDagroßenMegaplasmidpEAF
(effacinganda ttachingf actor)kodiert(Elliottetal.1998;BaldiniundKaper,1983).Wegender
starkenHomologienzumLEEausenterohämorrhagischen E.coli  (EHEC)wirdandieserStelle
aufKapitel5.verwiesen.AufpEAFisteininEHECnichtvorfindbaresGenclusteraus14Genen
fürdenAdhäsionsfaktorderBFP( bundlef ormingp ili)lokalisiert(Stoneetal.1996).DieseBFP
vermitteln möglicherweise eine initiale Bindung der Bakterien an die eukaryontischen
Epithelzellen und/oder die Ausprägung von Mikrokolonien durch Quervernetzung der
adhärenten Bakterien (Giròn et al. 1991). Ein ebenfalls auf dem Megaplasmid kodierter
Regulator,Per, induziert intrans dieExpressionmehrererVirulenzfaktorendesLEE(Kenny et
al.1997a;GomezDuarteundKaper,1995).
4.3.  Enteroinvasive E.coli (EIEC)





4.4.  Enterotoxigene E.coli (ETEC)
ETEC etablieren die Verursacher der unter dem Begriff "Montezumas Rache" bekannten
selbstlimitierenden Reisediarrhoe, die von leichten Durchfällen bis zu Cholera-ähnlichen
Symptomenreichenkann.ETEC-Infektionenkommenvorwiegend inwarmenLändernvorund
sindaufgrundderhygienischenVerhältnisseinMittel-undNordeuropaselten.DieÜbertragung
erfolgt fäkal-oral, über verunreinigte Lebensmittel oder Wasser. Die Kolonisation erfolgt im
proximalen, normalerweise bakterienfreien Abschnitt des Dünndarms nach Durchdringung des
Mucus und Anhaftung an die Epithelzellen mittels Fimbrien, besonders CFA I und CFA II
(colonisation f actor a ntigen). Im Gegensatz zu EIEC-Stämmen dringen ETEC nicht in die
Wirtszellenein.Die vonETECproduziertenZellgiftehitzelabilesToxin (LT) und hitzestabiles
Toxin(ST)bewirkenübereineStörungdesintestinalenElektrolyt-undWassertransporteseinen
schleimigenDurchfall.DasLT istmitdemCholeratoxinverwandtund fungiertalsEnthemmer
der Adenylatcyclase, wodurch es zu einer intrazellulären Anreicherung von cAMP und
infolgedessenzurNetto-Sekretion vonWasser,Bicarbonat-,Kalium-undChloridionenkommt.
Das ST aktiviert die Guanylcyclase, wodurch die intrazelluläre Konzentration von cGMP
ansteigtundinfolgedesseneineNetto-SekretionvonIonenundWassererfolgt.
4.5.  Enteroaggregative E.coli (EAggEC)
DieAdhäsionvonEAggECzeichnetsichdurcheinegeordneteAneinanderreihungderBakterien








DerBegriff enterohämorrhagische E. coli  wurde von Levine et al. (Levine, 1987) geprägt und
bezeichnet eine ad dato neue Gruppe pathogener E. coli , die das distinkte Krankheitsbild der
hämorrhagischen Colitis, eine schwere blutige Durchfallerkrankung, verursachen. EHEC
gehören zu den Shiga-Toxin produzierenden E. coli  (STEC), besitzen also latente Phagen, die
ein sehr potentes Zellgift, das Shiga-Toxin (STx), bilden können. EHEC im engeren Sinne
umfassenjedochnachderDefinitionvonLevine(Levine,1987)nurjeneSTEC,diediegleichen
klinischen,epidemiologischenundpathogenetischenEigenschaften besitzenwie der "Prototyp"
EHECO157:H7(s.a.Tarr,1995).HierzugehörennebendemvirulentestenSerotypO157:H7die
O-Gruppen O157:H -, O26:H11, O26:H -, O103:H2,  O111:H2, O111:H -,  O126:H8, O128:H2
und vieleweitere. Involvierte Serotypen in Nordamerika und Europa sind zu schätzungsweise
über 60% EHEC O157:H7 (Tarr, 1995). In Südamerika und Ost-Kanada wurden hingegen
andereSerotypenwie z.B.O26:H11,O103:H2,O91:H -,O145:H -,O38:H21,O6:H - und andere
verstärkt isoliert (Acheson und Teusch, 1996), in Australien spielt O157 scheinbar kaum eine
Rolle, dagegen wurden Infektionen mit O111:H -, O6:H31, O98:H - und O48:H21 beschrieben
(Acheson und Teusch, 1996). Von den über 200 verschiedenen E. coli  Serotypen, die STx
produzieren, sind nurwenige nachweisbarals humanpathogen eingestuft (Johnson et al. 1996).
Der Nachweis der Humanpathogenität erweist sich aufgrund eines mangelnden Systems als
schwierig und so erlangten bislang nur solche Stämme die Auszeichnung humanpathogen, die





EHECverursachen inersterLinieDarmerkrankungen,derenVerlauf vonmildemDurchfall bis
hin zu schwerer hämorrhagischer Colitis (HC) mit lebensbedrohlichen Folgekomplikationen
reicht.BeieinerInfektionmitEHECO157:H7entwickelnetwa90%derFälleHC,nur10%der
Fälleentwickelneinenicht-blutigeDiarrhoe(Tarr,1995).EintypischesKrankheitsbildzeichnet
sich aus, indem nach 3-9 Tagen der Infektion schmerzhafte und kolikartige Bauchkrämpfe
auftreten,begleitetvonwäßrigerDiarrhoe.1-2TagespäterkannsichdasStadium in frequente,
schmerzhafte Entleerungen blutiger Stühle, möglicherweise auch profuse Blutungen




Besonders Kinder und ältere Menschen sind durch die schwereren Formen einer EHEC-
Erkrankung lebensbedrohend gefährdet. Etwa 5-10% der Kinder unter 10 Jahren entwickeln
hierbei das hämolytisch-urämische Syndrom (HUS).EHECO157 sindweltweit die häufigsten
Verursacher des enteropathischen HUS, welches sich durch eine rapide intravasale Hämolyse
mit Fragmentierung der Erythrozyten (mikroangiopathische hämolytische Anämie),
Thrombozytopenie und Nephropathie mit Hämaturie und Proteinurie auszeichnet. In 50% der
HUS-Fälle kommt es zu einemakutenNierenversagenmit derNotwendigkeit derDialyse, 10-
30%derFälleendenmiteiner terminalenNiereninsuffizienz(BeutinundNiemer,1995),biszu
10%derFälleendenletal(Beutinetal.1994).
Neben den Durchfallerkrankungen und HUS wurden EHEC auch als Verursacher der
thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura (TTP), bei der symptomatisch neurologische
Störungen auftreten, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa (chronische Colitis), nekrotisierende




BeiderBehandlungakuterEHEC-Infektionen istdieVergabe vonAntibiotika nicht angezeigt,
da hierdurch eine verlängerte Bakterienausscheidung und eine Komplikation des
Krankheitsbildes durch die Stimulierung bzw. Freisetzung von STx folgen kann (RKI, 1997).
Die Behandlung von HUS, TTP und anderen ausgelösten Erkrankungen hat daher
symptomatischzuerfolgen(RKI,1997).
5.3.  Epidemiologie
EHEC kommen in denmeisten Ländern der Erde endemisch vor. Dies liegt hierin begründet,
dass das sicherlich größte Erreger-Reservoir in Rindern und anderen landwirtschaftlich





Nutztierbeständen konnten STEC aus demKot von 21,1% der Rinder, 56,1% der Ziegen und
66,6% der Schafe isoliert werden (Beutin et al. 1993). Es ist aber auch eine Vielzahl anderer
natürlicherWirteundVektorennachgewiesenworden,sou.a.Schweine,Hunde,Katzen,Vögel
undderMensch, so dass dasÜbertragungspotential breit gefächert ist. Eine Studie belegte die
Möglichkeit der Verbreitung durch Küken, indem diese zu Dauerausscheidern wurden und
sukzessive die von ihnen im Erwachsenenstadium gelegten Eier auf der Oberfläche EHEC
aufwiesen (Schoeni und Doyle, 1994). Gerade auch im humanitären Bereich ist der
Schmierinfektion angesichts der langen Ausscheidungsphase nach Rekonvaleszenz eine hohe
Bedeutung beizumessen (Karmali, 1989; Griffin und Tauxe, 1991). Seltener, jedoch
erwähnenswert, wurde von Wasser als Infektionsquelle berichtet, sowohl in Trinkwasser
(Swerdlow et al. 1992), als auch in einemBadesee (Keene et al. 1994). Es existierenBerichte
über viele weitere Infektionsquellen, wie z.B. Lamm, Schwein, Geflügel oder Meeresfrüchte
(Samadpour et al. 1994). Am häufigsten jedoch wurden Rindfleisch, Kuhmilch und andere
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RinderproduktealsQuellenderEHEC-Kontaminationbeschrieben.TatsächlichistEHECalsder
Erreger der "Hamburger disease" in die Geschichte eingegangen, als 1992 über 500 Kunden
einer Fast Food  Kette in mehreren über die USA verteilten Städten nach Verzehr von
kontaminierten Hamburgern erkrankten (MMWR, 1993). In dem bislang größten
nachgewiesenenAusbruchwurden1996inJapan9578meistSchulkinderdurchdenVerzehrvon
Rettichsprosseninfiziert,11Infiziertestarben(WHO,1996C).
EHEC sind somit in die Klasse der Lebensmittelerreger einzuordnen, und ihre Fähigkeit,
großflächige Ausbrüche zu verursachen verdanken sie nicht zuletzt ihrer extrem geringen
Infektionsdosis von 10-100 CFU, was im Bereich der Infektionsdosis von Shigella liegt. Im
Vergleich hierzu werden für eine Infektion mit Salmonella etwa 100.000 CFU benötigt. Die
Kombination von sehr geringer Infektionsdosis, Wiederstandsfähigkeit gegen niedrige pH-
Werte,Kälte undAustrocknung und Überlebensdauer in reinemWasser sowie die Produktion
von STx verleiht EHEC ein sehr hohes Gefährdungspotential, was in den letzten Jahren
zunehmend auch in das Bewußtsein der Lebensmittelindustrie gerückt ist (Power et al. 1998;
Grifetal.1998;Delazarietal.1998;Cassinetal.1998).AuchfürdenLaboralltagistdasRisiko
einer EHEC-Infektion nach mehreren Laborinfekten, wovon sich bei einer Infektion HUS
entwickelte (Raoet al.1996;Kniehl, 1997), neu eingeschätztworden, so dass diesePathogene
vonderRisikogruppe2indieRisikogruppe3 *eingeordnetwurde(Schubert,1997).
Das tatsächliche Ausmaß von EHEC-Infektionen ist wegen der anzunehmenden Dunkelziffer,
bedingt durch unzureichende diagnostische Handhabe sowie fehlende Erfassung milder
Infektionsverläufe, nicht genau quantifizierbar (Tarr, 1995). Allerdings scheint es länder- und
ortsspezifischeUnterschiedezugeben.So infizieren sich inSchottland jährlich über 9/100.000
Einwohner,inItaliendagegenunter1/100.000undindenUSAjährlichmindestens2-8/100.000
Menschen mit EHEC (Tarr, 1995). Bei Stuhluntersuchungen in den USAwaren EHEC O157
nach Salmonellen und Campylobacter die am häufigsten isolierten Krankheitserreger (Tarr,
1995;GriffinundTauxe,1991).FürDeutschlandschätztedasRobertKochInstitut(RKI)1994
die Zahl jährlicher HUS-Fälle auf 400-880 (RKI, 1994). EHEC-Infektionen erreichen damit
wegen der Notwendigkeit intensiver Hospitalierungsmaßnahmen und aufwendiger
Folgebehandlungen sowie verstärkter Sicherheitsmaßnahmen in der Lebensmittelindustrie
ökonomischeAusmaße.
5.4.  Immunantwort
Die Immunantwort auf EPEC-Infektionen ist besser untersucht als für EHEC. Es lassen sich
jedoch wahrscheinlich Rückschlüsse auf EHEC ziehen, da viele Virulenzfaktoren in Sequenz
undFunktionhomologsind.Beietwa50%deruntersuchtenKinder inMexikozeigtesich,dass
bereits bei einemAlterunter1 Jahr einTiter gegenEPECvorlag (Neter undWestphal, 1955).
SerumundMilchvonstillendenMütternwiesenüberdiesAntikörpergegenEPECauf, so dass
vermutlich bereits durch das Stillen ein Immunschutz gegen EPEC-Infektionen geboten wird
(Cravioto et al. 1988). In Infektionsstudien mit Freiwilligen wurde die Produktion von
Antikörpern gegen Intimin (9/9) nachgewiesen (Levine et al. 1985). Für EHEC-Infektionen
wurden die Antikörperproduktion gegen serotypisches Lipopolysaccharid und besonders bei
HUS-Patienten gegen die sekretierten Esp-Proteine beobachtet (Paton et al. 1998; Jarvis und
Kaper,1996;GreatorexundThorne,1994;Chartetal.1989).Dagegenwiesenlediglich10%der
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gesundenPersonenundunter 30%derHUS-Patienten neutralisierendeAntikörper gegenSTx1






alsMedium für die Differenzierung von E. coli -Stämmen Sorbitol-MacConkey (SMAC)-Agar
mit Zusätzen vonCefixim und Tellurit (CT-SMAC) eingesetzt (Wells et al. 1983). Es besteht
jedoch ausdrücklich die Gefahr, bei einem solchen Screening Sorbitolfermentation positive
EHECzuübersehen.SerologischeMethodenberuhtenzunächstaufAgglutinationstestsmitHilfe
spezifischer Seren gegen O157. Dieses Vorgehen detektiert zwar die vielleicht gefährlichsten
VertretervonEHEC,übergehtallerdingsdieTatsache,dass längstnichtalleEHEC-Infektionen
auf diesemSerotyp beruhen (s. 5.1.). DieMethode der immun-magnetischen Separation durch
mit Antiserum gegen O157 gekoppelte Beads erwies sich als sehr effektiv im Nachweis sehr
gering konzentrierter EHEC im Stuhl, was sicherlich eines der größten Probleme in der
Diagnostik darstellt. Aber wie beim Agglutinationstest besteht auch hier die Gefahr der
Serospezifität.DagegenstelltderdirekteNachweisvon stx (s.5.6.3.)oderanderenspezifischen
VirulenzgenendurchPCR-Technikeneinesehr sensitiveMethodedar,die fähigsein sollte,die






(Tarr,1995).KeinedergenanntenMethoden fürdieRoutine ist alsalleinigeScreeningmethode
geeignet, da in keinem Falle die gesamte EHEC-Population nachweisbar ist. Erst die
KombinationausgewählterMethodenkannalleLückendesScreenings schließen. Immerhin ist
es möglich, mittels verschiedener auch in der Routine einsetzbarer Verfahren den für
NordamerikaundEuropaepidemiologischbedeutendstenSerotypO157sicherzudetektieren.
Die Infektionsdosis für eineEHEC-Infektion ist ebenso niedrigwie für Shigellae (Keene et al.
1994;DuPont et al. 1989).Deswegen sindEHEC-Patienten als hochkontagiös einzustufen und
vomöffentlichenKontakt fernzuhalten (Tarr, 1995).DerErregernachweis durchRoutinelabors
fällt nach Rekonvaleszenz in vielen Fällen negativ aus, obgleich die Ausscheidungsdauer
mitunter mehrere Wochen andauert, so dass ein alleiniger negativer Erregernachweis nicht
genügend Aussagekraft für Entwarnung bietet (Tarr, 1995). Andererseits kann der Infizierte
beimAuftretenvonHUSund/oderTTPbereitsdieBakteriengeklärthaben, so dass in solchen
Fällen als letzte Aufklärungsmöglichkeit über die Infektionserreger die serologische
Untersuchung aufAntikörper durchELISAoder Immunoblot bleibt (RKI, 1997).Obgleich die
durch EHEC hervorgerufene Durchfallerkrankung nach §§ 3-5 des Bundes-Seuchengesetzes
unter "Enteritis infectiosa, übrige Formen" einer Meldepflicht unterliegt, ist die




DiePrävention vonEHEC-Infektionenkann in vielen Fällen individuell und einfach durch die
EinhaltungderdurchdieWHO( www.who.ch)aufgestellten"10goldenenRegeln"durchgeführt
werden. Darin wird der umsichtige und verantwortungsbewußte Umgang mit Lebensmitteln
unterBewahrungsimplerHygienemaßnahmenpropagiert.DennochsindmehrereLaborsdarum
bemüht, geeignete Impfstoffkandidaten gegen STEC zu konstruieren. Eine bereits
fortgeschrittene Studie verzeichnete erste Erfolge. Darin produzierten 87 vakkzinierte
Kandidaten einen genügenden Titer gegen das verwendete LPS, der in einem in vitro
ZellversuchdieVirulenzvonEHECO157inhibierte(Konaduetal.1998).AlsPhase2-Stufeist
der Versuch an Kindern geplant (Konadu et al. 1998). Dieser potentielle Impfstoff allerdings
ignoriert die Situation, dass andere Serotypen ebenfalls klinische Symptome auslösen können
unddass sogar in vielenLändern derSerotypO157 nicht dieHauptrolle in der Epidemiologie
vonEHECspielt(Tarr,1995;Konaduetal.1998).
5.6.  EigenschaftenvonEHEC
Die Kolonisierung des menschlichen Dickdarms durch EHEC erfolgt morphologisch
vergleichbar zur Besiedlung des Dünndarms durch EPEC (s. 5.6.1.). Die minimale
Infektionsdosis von EHEC hierfür liegt unter 100 Bakterien und ist somit so niedrig wie bei
Shigella.BegründetwirddiehoheInfektiösitätvornehmlichmitzweiEigenschaftenvonEHEC:
i)dieSäuretoleranz(s.5.6.2.)undii)dieBildunghochpotenterCytotoxine(s.5.6.3.).Aberauch
plasmidkodierte Virulenzfaktoren (s. 5.6.5.) und mit EPEC homologe Faktoren einer
Pathogenitätsinsel(s.5.6.6.)tragenentscheidendzurPathogenitätvonEHECbei.
5.6.1.  Morphologiedes attachingandeffacing
EHEC penetriert vergleichbar mit EPEC den Mucus und haftet sich unter Bildung von
Mikrokolonien fest an die eukaryontischen Epithelzellen an. Dabei wird der Mikrovillisaum
zerstört und es treten nachfolgend wäßrig-schleimige Durchfälle auf. Umfassend werden die
Zerstörung der Mikrovilli, enge Anhaftung der Bakterien an die Epithelzellen und
Reorganisation des Cytoskelets als attaching and effacing lesion  (A/E) bezeichnet. Die feste
Anhaftung der Bakterien wird histopathologisch durch das Auftreten von pedestals oder
pedestal-likecups untermalt(HallundReynolds,1985),diesich ineinemAbstandvonweniger
als10nmentlangderanliegendenOberflächederBakterienausbreiten.Die pedestals bestehen
u.a. aus einem dichtgepackten mikrofilamentösen Netz mit akkumuliertem F-Aktin, α-Aktinin




1997b) - sichtbar unterhalb adhärenter Bakterien bei entsprechenden
immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen - ist entbehrlich, wie durch die Infektion mit
EHECEDL933oderdurchdieInhibitionvonTyrosinKinasenwährend invitro  Infektionenmit
EPEC (Rabinowitz et al. 1996) deutlich wird. Es wird dagegen diskutiert, ob die
PhosphorylierungzueinerSteigerungderAdhäsivitätführt.DienachengerAdhäsionvonEPEC
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und EHEC an die Wirtszellen beobachtete Signaltransduktion, die sich nach Aktivierung der
Phospholipase C- γ1 in dem Anstieg von Inositol-1,4,5-triphosphat und intrazellulärem Ca 2+
wiederspiegelt (Foubister et al. 1994; Baldwin et al. 1991), dient möglicherweise der






eine Überlebensrate >10% aufwiesen (Waterman und Small, 1996). Somit ist dieser Erreger
derart beschaffen, dass er den verdauungsaktivenMagen (pH< 3.0; Gorden und Small, 1993)
ohne Schaden passieren kann und dementsprechend kann das Inokulum einer Infektion relativ
niedrig sein. Die Anpassungsfähigkeit von EHEC an saure Bereiche betrifft aber auch
Lebensmittel, die durch Ansäuerung haltbar gemacht werden sollen. So wurde nachgewiesen,
dass sich EHEC in Apfelsaft (pH 3,4) oder inMayonnaise (pH 3.6-3.9) sowie während einer
Wurstfermentation auch bei einer Temperatur von 5°C zwar nicht vermehren, jedoch gut
überlebenkönnen(ZhaoundDoyle,1994;Weagantetal.1994;Leyeretal.1995).Derartigemit
EHECkontaminierteLebensmittelsindhäufigQuellenneuerInfektionen.
In EHEC gibt es mindestens zwei Systeme, um niedrige pH-Werte zu überleben: (i) Säure-
Toleranz und (ii) Säure-Resistenz. (i) Ein gemäßigt saures Milieu (pH 5.9, z.B. angesäuerte
Lebensmittel) führtzurSäure-Toleranz,beiderdieBakterienselbstbeipH3.3überlebensfähig
bleiben (Goodson und Rowbury, 1989). (ii) Das System der Säure-Resistenz involviert den
alternativenSigmafaktorRpoS,wodurchdieBakterien inder stationärenPhase verharrendeine
103 - 10 4 fach erhöhteResistenz gegenüber niedrigen pH-Werten erhalten (Gorden und Small,
1993).DieseBakterienbenötigenauchkeinevorherigeExpositioninsauremoderangesäuertem
Mediumundüberleben2h beipH2.5.SpezifischeRpoS-regulierteSäureresistenzgenewurden





trotz schwerer Symptome der direkte Erregernachweis negativ aus. Die Anzahl an lebenden
EHECimIntestinaltraktistdemnachbeiErreichendesKlimaxklinischerSymptomesoniedrig,
dass mit Hilfe einfacher Agarnährböden keine EHEC aus dem Stuhl kultivierbar sind. Die




der kapillaren Endothelschädigung liegt, STx fungiert als Neurotoxin und ist toxisch für




DieNomenklaturdieserhochpotentenZellgiftehat sichmehrfach geändert:Verotoxine, Shiga-
ähnliche Toxine oder STx sind synonym verwendbar, wobei STx die aktuelle Bezeichnung
darstellt.In E.coli  kommenmehrereSTxvor(STx1,STx2,STx2c,STx2v,STx2e,etc.).STx1
ist in seiner enzymatischen A-Untereinheit (32.200 Da) bis auf eine Aminosäure, in der B-
Untereinheit (7.700Da) abgesehen vom Signalpeptidbereich 100% identisch zum Shiga-Toxin
aus Shigella.STx2läßtsichimGegensatzzuSTx1nichtdurchAntiserengegendasShiga-Toxin
aus Shigella neutralisieren und weist nur 56% Similarität zu STx1 auf Basis der
Aminosäuresequenzenauf (Jackson et al., 1987).Hingegen scheint dieCytotoxizität vonSTx2
höherzuseinalsvonSTx1(LouiseundObrig,1995).
Das Holo-Protein der STx ist in dem Verhältnis von einer A-Untereinheit zu fünf B-
Untereinheiten aufgebaut (O'Brien et al. 1992). Nach proteolytischer Prozessierung mit Hilfe
einerbakteriellenProteasebleibtdasenzymatischaktiveA1-Fragment(~27kDa)nurnochdurch
eine Disulfidbrücke mit dem A2-Fragment (~4 kDa) verbunden. Das umgebende B-




endoplasmatischen Retikulum, wo das A1-Fragment als spezifische N-Glycosidase einen
Adeninrest von der 28S-rRNA abspaltet. Infolgedessen ist die Elongationsreaktion inhibiert






CLDT ( cytolethal distending toxin ) wird von einigen STEC-Stämmen produziert und bewirkt
eineprogressiveAusdehnungderbetroffeneneukaryontischenZellen.
CNF( cytotoxicnecrotisingfactor )bewirktdieBildunggroßerpolynuklearerEukaryontenzellen.
Man unterscheidet CNF1 (115 kDa) und CNF2 (110 kDa). CNF2 verursacht bei Injektion in
SchafeneurologischeSchädenundmucoideDiarrhoe.
Savarino et al. stellten 1996 eine Untersuchung vor, in der gezeigt wurde, dass 75 von 75
klinischen EHECO157:H7-Isolaten mit einer EAST1-DNA-Sonde hybridisierten (Savarino et
al. 1996). EAST1 ( EAggEC heat-s table enterot oxin 1 ) ist ein Toxin mit einem geringen
Molekulargewicht, das ursprünglich EAggEC zugeschrieben wurde, aber in dieser Analyse
wurde das Gen auch in EHEC-, EPEC- und ETEC-Stämmen gefunden. Im Gegensatz dazu
warenkeinedergetestetenEIEC-, Vibrio-oder Yersinia-StämmepositivfürEAST1.
DasEnterohämolysinkommtbeietwa90%derEHECvor,istMegaplasmidkodiertundträgtzur







Das in EHEC EDL933 und den meisten anderen EHEC-Stämmen enthaltene Megaplasmid
pO157mit einerGröße von etwa 60 kDa (~93 kb) enthält zusätzliche Virulenzfaktoren, die -
Tierversuchen zufolge - zur Ausprägung typischer Krankheitssymptome offensichtlich nicht
notwendigsind(Kaper,1998).AndererseitsdeutendiezugewiesenenFunktionendaraufhin,dass
die plasmidkodierten Faktoren die Infektion durch EHEC fördern. PssA/EspP ist eine Serin-
Protease,diedenhumanenKoagulationsfaktorVspaltet(Djafarietal.1997;Brunderetal.1997)
undsichmöglicherweise fürdieauftretenden intestinalenBlutungenmitverantwortlichzeichnet
(Brunder et al. 1997). Ein plasmidkodiertes 69 kDa großes Hämolysin der RTX-Familie
(Schmidt et al. 1995;Bauer undWelch, 1996) trat in einer Studie in 88% der Fälle mitHUS,
jedochnur in22%derFällemitDiarrhoeaberohneHUSauf(SchmidtundKarch,1996).Eine
Funktion diesesHämolysins könnte in der Freisetzung von Eisen aus Erythrocyten liegen, das
dannübereinchromosomalkodiertesEisentransportsystemindieBakterienaufgenommenwird.
Das chromosomal kodierte ChuA dient hierfür als Eisen reguliertes Häm-Transport-Protein




Die Pathogenität von Bakterien ist entscheidend geprägt durch die Interaktion zwischen
Bakterium und Wirtszelle. Als kritische Faktoren dienen im besonderen Proteine auf der
bakteriellenOberfläche sowie sekretierteProteine (Hueck, 1998).Als 'Sekretion'wird hier der
aktiveTransportderProteinedurchdie bakterielle innereundäußereMembranverstandenund





indasPeriplasma,gefolgtvomTransport durch die äußereMembran, und zeichnen sich durch
ihre Abhängigkeit vom sec-System aus (Hueck, 1998). SecD, SecE, SecF und SecY sind
Proteine der inneren Membran, SecA ist eine mit der inneren Membran assoziierte ATPase,
SecB fungiert als Chaperon für die sekretierten Proteine und darüberhinaus existieren weitere
Komponenten des sec-Systems (Pugsley, 1993a; Murphy und Beckwith, 1996). Für die
Sekretion benötigt das Zielprotein eine etwa 30 Aminosäuren lange Signalsequenz am N-
Terminus, die beim Export durch eine periplasmatische Signalpeptidase abgespalten wird
(Hueck, 1998). Für das Typ IV Sekretionssytem sind Komponenten in der äußeren Membran
entbehrlich, da die durch diesen Mechanismus sekretierten Proteine die Klasse der
Autotransporterdarstellt, also selbst die vollständige Information für ihrenTransport durch die
äußereMembran enthalten.Wahrscheinlich bilden sie einePore in der äußerenMembran, und
ein Teil des Proteinswird durch autoproteolytische Spaltung in die Umgebung freigesetzt. Zu
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diesen Autotransportern gehört die Serin-Protease PssA/EspP aus EHEC (Djafari et al. 1997;
Brunderetal.1997).
Das Typ II Sekretionssytem benötigt für den Transport durch die äußere Membran weitere
Proteine. Das Pullulanase-Sekretionssystem aus Klebsiella oxytoca  dient wegen der
fortgeschrittenen Studien als Modellsystem. Ein homologes, ebenfalls 14 Gene enthaltenes
GenclusteristaufpO157inEHECkodiert(Schmidtetal.1997)undsomit liegtdieVermutung
nahe, dass einige Virulenzfaktoren aus EHEC über ein Typ II Sekretionssytem ausgeschleust
werden.
DasTyp I Sekretionssytem erweist sich imGegensatz zu den o.g. Sekretionssystemen als sec-
unabhängig. Zwar existiert eine Signalsequenz innerhalb der letzten 60 Aminosäuren des C-
Terminus, die für verschiedeneSubfamilien spezifisch ist - z.B.wird α-Hämolysin aus E. coli
nichtdurchdasTypISekretionssytemfürProteasensekretiert,undumgekehrt(Hueck,1998)-,
abereserfolgtkeineproteolytischeAbspaltungeinesSignalpeptids, und das sekretierteProtein
erfährtkeinenExportindasPeriplasma,sondernwirddirektsekretiert(Wandersman,1996;Fath
undKolter,1993).
DasTyp III Sekretionssystemetabliert das zweite sec-unabhängigeSystemzumTransport von
Proteinen, in dem die Zielproteine ohne Zwischenstop im Periplasma und ohne Prozessierung
direkt sekretiert werden. Das Signal für die Sekretion scheint innerhalb der ersten 15-20
Aminosäuren zu liegen, da Reporterproteine mit diesem Abschnitt über das Typ III
Sekretionssystemausgeschleustwurden(Soryetal.1995;Schesseretal.1996).Dagegenkonnte
die Form der Kodierung bislang nicht entschlüsselt werden, da eine große Toleranz in der
ÄnderungderAminosäuresequenz gegeben ist (Sory et al. 1995;Michiels undCornelis, 1991;
Hueck, 1998). Anderson und Schneewind fanden heraus, dass selbst Mutationen, die einen
Frameshift dieser N-terminalen Signalsequenz bewirkten, die Sekretion der (nach der
Signalsequenz in frame  korrigierten) Reporterfusionen nicht verhinderte (Anderson und
Schneewind, 1997). Daher wird auch eine Beteiligung des 5'-Bereiches der mRNA an der
Sekretiondiskutiert(AndersonundSchneewind,1999).
WenngleichdieZielproteinedesTypIIISekretionssystemswiebeimTypISekretionssytem sec-
unabhängig ausgeschleustwerden, so scheint derAufbau des Systems per se vom sec-System
abhängig zu sein, da Komponenten des Typ III Sekretionssystems typische aminoterminale
Signalsequenzen enthalten (Hueck, 1998).DasTyp III Sekretionssystem beinhaltet mindestens
20 Proteine, die zu einem Großteil Komponenten der inneren Membran darstellen, aber auch
beispielsweise ein putativ porenbildendesProtein der äußerenMembran (EscC in EHEC) oder
eine cytoplasmatische, möglicherweise membranassoziierte ATPase (EscN in EHEC) (Hueck,





P- und L-Rings eine N-terminale Signalsequenz enthalten und über das sec-System in das
Periplasma exportiertwerden (Jones et al. 1989).Es finden sich Proteine im übrigen Flagella-
System,diezudenüberdasTyp IIISekretionssystemsekretiertenProteinen homologsindund
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ohne aminoterminale Signalsequenz über ein Flagellum spezifisches Transportsystem
ausgeschleust werden (Macnab, 1992; Kuwajima et al. 1989). Auch andere nicht sekretierte
Komponenten des Typ III Sekretionssystems weisen signifikante Homologien zur flagellaren
Biosynthese auf, so z.B. EscC aus EHEC/EPEC, ein Protein der äußeren Membran, das zur
GspD-Familie vonBakterien- undPhagen-Proteinen gehört und homolog zuYscC, demKanal
bildenden Protein der äußerenMembran in Yersinia spp., und PulD, dem Sekretin des Typ II
Sekretionssytemsin Pseudomonasaeruginosa ,ist(Hueck,1998).
InFolgederAktivierbarkeitdesTypIIISekretionssystemsdurchdenKontaktderBakterienmit
eukaryontischen Zellen wird der Mechanismus auch als contact dependent system  bezeichnet
(Lee, 1997). EPEC und EHEC sekretieren zwischen 5 (Kenny und Finlay, 1995; Ebel et al.
1996) und 11 (Jarvis et al. 1995) Proteine über den Typ III Sekretionsmechanismus. Die
sekretiertenProteinewerdeninderNomenklaturalsEsp( E.colis ecretedp rotein)geführt.Dazu
Beginn der vorliegenden Arbeit lediglich EspB aus EPEC E2348/69 bekannt war und Teile
dieserArbeit der Identifikation und Charakterisierung neuer Virulenzfaktoren aus EHEC (u.a.
EspAundEspD)dienten,wirdinderDiskussionnäheraufdieeinzelnenEspProteineundderen
Funktioneneingegangen.
Die Sekretion durch EHEC/EPEC wird zusätzlich in Zellkulturmedium, millimolaren




Artefakte gewertet werden, die lediglich regulatorische Konditionen widerspiegeln, wie sie
möglicherweise bei Kontakt der Bakterien mit den eukaryontischen Wirtszellen vorliegen
(Hueck,1998).StattdessenstehtdiegezielteInokulationbakteriellerEffektorenimVordergrund
pathologischerProzesse in vivo . FürEPECkonnte gezeigtwerden, dass bereits 5-10min nach
Kontakt der Bakterien mit den eukaryontischen Zellen - zu diesem Zeitpunkt wurden die
BakterienmittelsGentamicinabgetötet-genügendEffektorproteine translokiertwaren,umden
histopathologischenProzess des attaching and effacing  vollständig durchzuführen (Rosenshine
et al. 1996a). Demnach erfolgt die Translokation sehr schnell und gezielt, und es dürfte ein
spezifischerTranslokationsapparatfüreinederartigeInokulationvonNötensein,nichtetwanur
eineeinfacheSekretion.Für Salmonella und Pseudomonas wurden supramolekulareStrukturen
auf der Oberfläche der Bakterien nachgewiesen, die eine Rolle in der Translokation von
Effektorproteinen indieWirtszellenspielen(Roineetal.1997b;Ginocchioetal.1994)unddie
ausProteinen zusammengesetzt sind, die über das Typ III Sekretionssystem sekretiertwerden.
Bei Salmonella ermöglichen die Invasomen genannten Oberflächenstrukturen durch
Manipulation der eukaryontischenWirtszelle die Vorbereitung zur Invasion (Ginocchio et al.
1994).
Für die Zielproteine des Typ III Sekretionssystemswerden desweiteren spezifischeChaperone
benötigt, die eine vorzeitige Interaktion der Zielproteine untereinander oder mit Komponenten
desTypIIISekretionssystemsimCytoplasmaverhindern(Hueck,1998).DieseChaperoneoder
bodyguards (Woestyn et al. 1996) besitzen meistens charakteristische strukturelle und
physiochemische Eigenschaften: relativ kurze Aminosäuresequenzen (unter 20 kDa), einen
sauren isoelektrischen Punkt (pI), eine α-Helix im C-Terminus, und sie sind im Cytoplasma
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lokalisiert (Wattiau et al. 1996; Hueck, 1998). In der Regel sind die Chaperone des Typ III
Sekretionssystems spezifisch für individuelle sekretierte Proteine, aber sie zeigen keine ATP
hydrolysierendeAktivität(Wattiauetal.1996).FürEHEC/EPEClautet(i.d.R.)dieNomenklatur
der Chaperone Ces ( chaperone for E . coli secreted protein ) und es konnten spezifische
ChaperonefürdiesekretiertenProteineEspB(CesD),EspD(CesD)sowiefürdentranslokierten
Intimin-RezeptorEspE/Tir (OrfU) identifiziertwerden (WainwrightundKaper,1998;Elliott et
al.1998).
Abb.3:SchematischerÜberblickderSekretionssystemeI, IIundIII (modif iziertnachHueck,1998).TypI,
α-Hämolysin-Sekretionssystemaus E.coli ;TypII,PullulanaseSekretionssystemaus Klebsiellaoxytoca ;Typ
III,YopSekretionssystemaus Y ersinia.OM,äußereMembran;PP,Periplasma;IM,innereMembran;CP,




(SecB bzw. Syc). Im Typ II Sekretionssytem wird das N-terminale Sekretionssignal durch eine
periplasmatischePeptidase (L spA)nachExportdurchdas sec-Systemabgespalten.DieTyp II undTyp III
Sekretionssyteme enthalten homologe multimere Komponenten der äußeren Membran (PulD, YscC),




Intiminwirddurch eaeA kodiertundweist imN-terminalenBereichstarkeHomologien (>95%





N-Terminus das Protein in der äußerenMembran verankert wird (Agin undWolf, 1997). Die
Rezeptoren für Intimin bilden sowohl ein von EHEC/EPEC selbst in die eukaryontische
ZellmembrantranslokierterRezeptorEspE/Tir(Kennyetal.1997b;Deibeletal.1998)alsauch
möglicherweiseß 1-Integrine(Frankeletal.1996).DerC-TerminusvonIntiminkönntedurchdas
Vorhandensein zweier Domänen durchaus für die Bindung an verschiedene Rezeptoren
verantwortlichsein(Frankeletal.1996),undSequenzunterschiedeimBindungsbereichkönnten
ein Grund für die verschiedenen Topologien der intestinalen Kolonisierung von EHEC und
EPEC darstellen. So resultierte die trans-Komplementation einer eaeA-Mutante von EHEC
O157:H7durch eaeA  ausEPECinderKolonisierungder rekombinantenMutante im fürEPEC
typischendistalenDünndarmgnotobiotischerFerkel(Tziporietal.1995).
Ein bis vor Kurzem gängiges 3-Stufen-Modell zur Adhäsion von EPEC an epitheliale Zellen
beinhalteteeine initialeBindungderBakterienmittelsTyp IV-Pili,denBFP (Rosenshine et al.
1996b; Donnenberg et al. 1992). EHEC besitzen jedoch keine BFP (Gunzburg et al. 1995).
DieserBefunderhebtdieFrage,welcheFaktorenausEHECdie initialeBindungderBakterien
an dieWirtszellen vermitteln. ImLaufe der vorliegenden Arbeitwurde von Hicks et al.ein 4-
Stufen-Modell für die Infektion von EPEC an Epithelzellen vorgestellt (Hicks et al. 1998),
wonach BFP nicht für die initiale Bindung von EPEC an die Wirtszellen, sondern für die
interbakterielle Vernetzung zur Ausprägung der typischen dreidimensionalen Mikrokolonien
verantwortlich seien. Das vorgestellte 4-Stufen-Modell unterstützt die für EHEC gefundenen
PathogenitätsmechanismenbesseralsdasursprünglicheModell, indemeine Initialbindungauch
ohne BFP (sondern durch Intimin oder andere noch nicht näher charakterisierte Adhäsine)
erfolgenkannunddieAusprägungderMikrokolonie-StrukturvonBFPoderanderenAdhäsinen
abhängig ist. Für EHEC wurde von Karch et al.  bereits 1987 das Vorliegen Megaplasmid
kodierter Fimbrien beschrieben (Karch et al. 1987). Diese Fimbrien wurden in 13/14 EHEC
O157:H7-Stämmen aus Patienten mit HC oder HUS beobachtet und korrelierten mit dem
Vorliegen von pO157. Eine isolierte Untereinheit der Fimbrien von 16 kDa diente der
HerstellungvonAntiseren,diegegendiemeistenEHEC-Stämme,nichtabergegenEPECoder
ETECreaktivwaren.DieTransformationeinesK12-StammesmitpO157führtezurAusprägung





Abb. 4: 4-Stufenmod ell der Adhäsion von EPEC an Epithelzellen (modif iziert nachHicks et al. 1998 und
Rosenshineetal.1996b).(1)DieinitialeBindungvonEPECaneukaryontischeEpithelzellenerfolgtmitHilfe





der translokierte Intimin-RezeptorTir eine Tyrosin-Phosphorylierung und infolgedessen kann eine stabile
Intimin-Rezeptor-Bindung erfolgen. Tir dient gleichsam als Nukleator zur Aktinakkumulation, was zur
Ausbildung von pedestals und seltener zur Invasion der Bakterien führt. (4) Die Expression von BFP
resultiertinderQuervernetzungderadhärentenBakterienunterBildungdreidimensionalerMikrokolonien.
EPEC-Stämme ohne BFP sind nicht in der Lage, diese Koloniestrukturen aufzubauen und zeigen flache
Mikrokolonien.
5.6.8.  GenetischeOrganisationvonEHECEDL933
Im August 1998 veröffentlichten Perna et al.  die gesamte 43.359 bp große LEE-Sequenz aus
demEHEC-StammEDL933 (Perna et al. 1998;EMBL acc. no.  AF071034), diewie dieLEE-
Sequenz aus EPEC E2348/69 und die Pathogenitätsinsel PAI I ( pathogenicity i sland I ) aus
UPEC in dem hot spot  etablierenden Bereich selC-yicK inseriert ist. Der LEE aus EHEC
EDL933 (LEE EDL933) ersetzt eine 792 bp lange Sequenz 16 bp downstream von selC bis
einschließlich eines 5'-Abschnittes von yicK (Perna et al. 1998). Den Sequenzvergleichen
zufolgeunterscheidetsichdiePathogenitätsinselausEHECEDL933vonder35.624bpgroßen
LEE-Sequenz aus EPEC E2348/69 (LEE EPEC; Elliott et al. 1998; acc. no.  AF022236) durch
zusätzliche genetische Informationen an denSequenzenden, nicht aber in derOrganisation der
durchLEEkodiertenVirulenzgene.Vornehmlicheinetwa7.5kbgroßerputativerProphageam
selC-Ende des LEE EDL933 bestimmt dieDivergenz beider Pathogenitätsinseln.Dieser Prophage
istdurchrepeatseingerahmtundweistHomologienzum E.coli -Bakteriophagenphi-R73(Sunet
al. 1991) sowie anderenMitgliedern der CP4-Familie kryptischer Prophagen aus E. coli  K-12




























bis hin zur 100%igen Identität ( escF, escS und L0052).Auffällig beim Sequenz-Vergleich der
GeneausbeidenLEEist,dassbisaufeineAusnahme( sepZ,70,71%Identität)diebeschriebenen
Komponenten des Typ III Sekretionsapparates stark konserviert sind (95,32 - 100% Identität),
währenddiesekretiertenProteine, insbesonderedasGenfürdentranslokiertenIntimin-Rezeptor
ausEHEC/EPEC espE/tir (66,48% Identität) variieren.DieDivergenz zwischen verschiedenen
pathogenen E. coli  im Locus eaeA, dem Gen für Intimin, und die Einteilung von Intimin in
mindestens3Gruppenwurdenbereits früherdiskutiert(s.5.6.7.;AginundWolf,1997;Frankel
etal.1995;YuundKaper,1992).Somit istimEinklangmitBefundenausanderenPathogenen,
die dasTyp III Sekretionssystementhalten, der Typ III Sekretionsapparat hochkonserviert, die
putativen Effektorproteine hingegen unterscheiden sich bereits zwischen EHEC und EPEC, so





EDL933 einen G+C-Gehalt von 39.59% (Perna et al. 1998). Dies ist ein starker Hinweis auf
einen horizontalen Transfer der Pathogenitätsinsel. EHEC und EPEC sind nach mdh-
phylogenetischenUntersuchungen,indenendiestarkeKonservierungdesMalat-Dehydrogenase
kodierendenGensalsMaßfürdiephylogenetischeVerwandtschaftherangezogenwird(Pupoet
al. 1997; Boyd et al. 1994), relativweit miteinander verwandt; vielmehr gibt es etliche nicht-
pathogene E.coli ohneLEE-Sequenz,die inengererverwandtschaftlicherBeziehungzuEHEC
bzw. EPEC stehen (Perna et al. 1998). Zusammen mit dem Befund von Wieler et al., dass
sowohl EHEC- als auch EPEC-Stämme existieren, die eine andere Insertionsstelle als den hot
spot  selC-yicK aufweisen (Wieler et al. 1997), deutet sich hier an, dass die Pathogenitätsinsel
eher lateral ausgetauscht oder parallel erworben worden ist, als dass ein mehrfacher Verlust
verschiedenerLinienunabhängigvoneinandererfolgte(Pernaetal.1998).
5.6.9.  RegulationderVirulenzfaktoren
DiekoordinierteAktivierungvonGenen inAntwortaufUmweltstimuli ist eineweitverbreitete
EigenschaftvonMikroorganismen,umihren Statusquo zuoptimierenundmöglichstEnergiefür
die Produktion nicht benötigter Produkte einzusparen. Insbesondere gilt dies für
Mikroorganismen, die im Laufe ihres Zyklus mehrere Nischen besetzen und dadurch einem
Prozess stetiger Anpassung unterliegen. Die vorzeitige Expression von Virulenzfaktoren kann
sogar zu für dieMikroorganismen katastrophalen Folgen führen (Akerley et al. 1995). Daher
finden sich für die Expression von Pathogenitätsfaktoren oftmals komplexe, verschachtelte
Regulationskaskaden,diedafürSorgetragen,dassdieFaktorensinnvollhintereinandergeschaltet
am richtigen Ort zur richtigen Zeit exprimiert werden (Mekalanos, 1992; Finlay und Falkow,
1997).
Bis auf Studien zur Expression von STx (s. 5.6.3.) wurde über die Regulation der in EHEC
kodiertenVirulenzfaktoren bislang nichts beschrieben.Das analoge A/E auslösende System in
EPEC unterscheidet sich signifikant von EHEC durch die verschiedenen Virulenzplasmide. In
EPECerfolgteinemaßgeblicheRegulationderVirulenzfaktorensowohlaufpEAF(z.B. bfp)als
auch intrans aufLEE EPEC überdasMegaplasmidkodierte per-Operon(Tobeetal.1996;Gomez
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Duarte undKaper, 1995). PerA/BfpT ist ein AraC homologer transkriptioneller Aktivator und
weist 31% Identität zum Regulatorprotein VirF aus S. flexneri  auf. Der per-Locus aktiviert
sowohl das bfp-Operon, als auch die Expression von eaeA  (Intimin), espB  und die
Proteinsekretion(KennyundFinlay,1995;Puenteet al.1996;Tobeet al.1996;GomezDuarte
undKaper,1995).DieÜberexpressiondes per-LocusführtzurÜbersekretionvonmindestens20
Proteinen (Tobe et al. 1996). Hingegen verweist das Fehlen des per-Locus in EHEC auf eine
alternativeMöglichkeitzurRegulation bzw.dasFehlen einerRegulationsebene der homologen
VirulenzfaktorendesLEE.
FürdieExpressionderBFPwurdenexterneStimulibestimmt:Ca 2+induziertedieExpression,da
Ca2+-freieMedien zu einer 40%igen Reduktion führten und andere bivalente Kationen keinen
Einfluß aufwiesen; Konzentrationen >20 mM NH 4+ reduzierten die Expression, wohingegen
andere N-Quellen (Harnstoff, Na 2NO2, Na 2NO3) keinen Einfluß auf die Expression ausübten
(Puenteetal.1996).DieExpressionerschieninDMEMmitZugabevon0.45%Glucoseoptimal
zusein (Puenteet al.1996).AndereStudien bezogen sich vielmehr auf dieSekretionseffizienz
alsaufdietatsächlichtranskriptionellbestimmendenElemente.SofandenKennyetal.(Kennyet
al. 1997a), dass EPEC EspB in gesteigertem Maße unter Bedingungen sekretierte, die den
Bedingungen des gastrointestinalen Traktes ähnelten: pH 6.35 - 7.6, 36°C (die Sekretion ist
signifikant reduziertbei 33°Coder 39°C),millimolareKonzentrationen anCa 2+, Fe(NO 3)3 und
NaHCO3. Osmalarität schien ein weiterer regulativer Faktor zu sein, und bedeutend für die
Sekretion war auch die Wachstumsphase. Die Sekretion wurde in der frühen logarithmischen
Phase(OD 600=0,2)induziertundwarmaximalindermittlerenlogarithmischenPhase(OD 600=
0,4),wobeisiebiszur frühenstationärenPhasekonstantblieb.Die induktivenBedingungen für
dieSekretionvonProteineninEPECscheinendamitimGegensatzzurExpressionundSekretion
von Virulenzfaktoren anderer intestinaler Pathogene zu stehen. Inv- und Yst- Proteine aus
Yersinia werden in der frühen stationären Phase induziert (Pepe et al. 1994; Mikulskis et al.
1994), und sekretierte Proteine aus Salmonella erfahren maximale Sekretion bei niedrigem




Invitro  spieltdieKohlenstoffquelleebenfallseineRolle inderSekretion vonVirulenzfaktoren
aus EPEC E2348/69 und sukzessive in der Ausprägung des Phänotyps einer lokalisierten
Adhäsion (VanmaeleundArmstrong,1997).DasWachstumvonEPEC inGalaktose inhibierte
eine nachfolgende Infektion an HEp2-Zellen, und anschließendes Waschen und Infektion in
MediummiteineranderenKohlenstoffquelleregeneriertedieFähigkeitzurAdhäsionnicht.Dies
korreliertemitderFeststellung,dassdieExpression von Intimin undBfpA imWildtyp-Stamm
EPEC E2348/69 nach Präinkubation in Galaktose-Medium drastisch reduziert war und dem
Level in einer EPEC-Mutante ohne Megaplasmid ähnelte (Vanmaele und Armstrong, 1997).
Unter induktiven Bedingungen hingegen wiesen adhärente Bakterien eine höhere Menge an
Intimin und BfpA auf als nicht-adhärente Bakterien (Vanmaele und Armstrong, 1997).
Bakterien, die in einemMediummitZusatz vonGlucose, FructoseoderMannose präinkubiert




Die vorliegendeArbeit hatte zumZiel, neueVirulenzfaktoren aus EHEC zu identifizieren und
ihreRolleimPathogenitätsprozesssowiedieunterliegendeRegulationaufzuklären.
Einen Ansatz hierzu lieferte die für EPEC bekannte Sequenz des sekretierten Virulenzfaktors
EaeB(EspB).NachKlonierungundSequenzierungdiesesGens ausEHEC sollte die zwischen
eaeA  und espB  gelegene auch fürEPECunbekannteNukleotidsequenz (in EPEC etwa 4.4 kb)
kloniert und charakterisiert werden. Es war zu erwarten, dass darin enthaltene Gene zur
Pathogenität von EHEC beitragenwürden, da sie sich auf einer essentiellen Pathogenitätsinsel
(LEE) befanden. Die Bedeutung der putativen Virulenzfaktoren sollte durch Bestätigung ihrer
Expression, durch Generation von in frame -Deletionsmutanten ohne polare Effekte und von










Escherichiacoli DH5 α endA1 recA1 hsdR17(rK-,mk+) supE44 thi-1
gyrA96 Φ80d lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)
U169d -
Woodcocketal.1989
E.coli CC118( λpir) ∆(ara-leu) araD ∆lacX74 galE  galK phoA20
thi-1 rpsE  rpoB argE(Am) recA1 λpir
Herreroetal.1990
E.coli GM37 Wildtyp-Stamm Hultonetal.1990
E.coli GM230 E.coli GM37 hns- Hultonetal.1990




E.coli RH90 E.coli MC4100 rpoS359::Tn10 LangeundHengge-
Aronis,1991
E.coli GM48 F  thr,  leu ,  thi , lacY ,  galK , galT ,  ara , fhuA ,
tsx, dam , dcm , supE44
E.coli GeneticStock
Center
E.coli INV αF´ F´endA1 recA1 hsdR17(rK-,mk+) supE44 thi-1
gyrA96 relA1 Φ80 lacZ∆M15 ∆(lacZYA-
argF)U169 deoR  λ-
Invitrogen




E.coli S17-1( λpir) TpR Sm R recA  thi  pro hsdR- M+ RP4:2-
Tc:Mu:KmTn 7 λpir
deLorenzoetal.1993




E.coli XL1-Blue endA1 recA1 hsdR17(rK-,mk+) supE44 thi-1
gyrA96 relA1  lac [F´ pro AB lacI qZ∆M15
Tn10 Tetr]
Stratagene




EHECE32511/0Nal R NalR spontanes Nal-resistentes Derivat von
E32511/0
dieseArbeit
STEC413.89-1 STECSerotypO26:H -vonKalb Wieleretal.1996

















EHECEDL933 ∆espA EHEC EDL933 Derivat mit einer in-frame
Deletionin espA
dieseArbeit











Plasmid Genotyp Herkunft oder
Referenz
pQE30 ApR,Expressionsvektor Qiagen
pCR2.1;pCRII Ap R, Km R, high-copy-number Vektor zur
KlonierungvonPCR-Produkten
Invitrogen
pMAK700oriT CmR, thermosensitiver Suizidvektor für positive
Selektion
Viretetal.1996
pANK1 CmR, Km R, pMAK700oriT-Derivat mit MCS in
der HindIII-Schnittstelleund aph-A3-Kassette
dieseArbeit
pANK84 ApR,Km R,pCR2.1-DerivatmitIR EDL933 dieseArbeit
pAKSK78 pANK84-Derivat mit Sequenz von 3'-Ende eaeA
bis5'-Ende espD
dieseArbeit
pAKSK79 pANK84-Derivat mit Sequenz von 3'-Ende eaeA
bis5'-Ende espA
dieseArbeit
pANK198 ApR,pQE30-Derivatmit pasEDL933 dieseArbeit
pANK214 ApR,Km R,pCRII-Derivatmit espBEDL933 dieseArbeit
pANK111 CmR,Km R,pANK1-Derivatmit ∆espAEDL933 dieseArbeit
pANK70 ApR,Km R,pCRII-Derivatmit ∆espDEDL933 dieseArbeit
pANK155 CmR,Km R,pANK1-Derivatmit ∆espDEDL933 dieseArbeit
pANK117 ApR,Km R,pCR2.1-Derivatmit ∆sepLEDL933 dieseArbeit
pANK157 CmR,Km R,pANK1-Derivatmit ∆sepLEDL933 dieseArbeit
pANK212 ApR,pQE30-Derivatmit sepLEDL933 dieseArbeit
pANK194 ApR,Km R,pCR2.1-Derivatmit pasEDL933 dieseArbeit
pANK203 ApR,pQE30-Derivatmit espAEDL933 dieseArbeit
pANK82 ApR,Km R,pCR2.1-Derivatmit ∆espAEDL933 dieseArbeit
pANK225 ApR,pQE30-Derivatmit espBEDL933 dieseArbeit
pANK226 ApR,Km R,pCR2.1-Derivatmit espAEDL933 dieseArbeit
pANK209 ApR,Km R,pCR2.1-Derivatmit espDEDL933 dieseArbeit
pUJ9TT ApR, multicopy promotor probe Vektor für lacZ-
Genfusionen
Jungnitzetal.1998
pUJ3 ApR, pUJ9TT-Derivatmit einem 653 bp BamHI-
PCR-ProduktderPrimerEspA-lac1/EspA-lac2
dieseArbeit
pUJ3-285 ApR, pUJ9TT-Derivat mit einem 371 bp dieseArbeit
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EcoRV/BamHI-Fragment aus pUJ3 in der
SmaI/BamHI-Schnittstelle
pANK181 ApR,Km R,pCR2.1-Derivatmit ∆pas-Fragment dieseArbeit
pKSC1 CmR,pMAK700oriT-Derivatmit ∆pasEDL933 dieseArbeit











Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von der Firma Sigma
ChemieGmbH(Deisenhofen,Deutschland),dieverwendetenLösungsmittelvonderFirmaJ.T.


















































































































































MonoklonaleAntikörper gegen sekretierte Proteine von STECwurden von Frank Ebel, Justus




mAbB1 monoklonalerMaus-anti-EspA EDL933Antikörper Ebeletal.1998
mAbB145 monoklonalerMaus-anti-EspA STEC413Antikörper Ebeletal.1998
mAbA289 monoklonalerMaus-anti-EspB STEC413 Antikörper Ebeletal.1996
mAb-anti-EspD monoklonalerMaus-anti-EspD STEC413 Antikörper F.Ebel *
mAbB51 monoklonalerMaus-anti-EspE STEC413Antikörper Deibeletal.1998
AS-anti-PasEDL933 polyklonalerMaus-anti-Pas EDL933Antikörper dieseArbeit
AS-anti-SepLEDL933 polyklonalerKanninchen-anti-SepL EDL933Antikörper dieseArbeit
*DieserAntikörperwurdenichtveröffentlicht.
2.7.  Oligonukleotide
Die verwendeten Oligonukleotide wurden in der Abteilung DNA-Synthese der GBF oder von
derFirmaGibcosynthetisiert.
Tab.10:Oligonukleotide




























































Wenn nicht anders angegeben,wurden alle Komponenten in deionisiertemWasser gelöst. Die
Nährmedien wurden vor Verwendung 20 min bei 121°C autoklaviert und nach Abkühlen auf
etwa50°CmitdenangezeigtenSupplementenversetzt.FesteMedienwurdendurchdenZusatz
von 2% (w/v) Agar zur Nährlösung hergestellt. In Selektionsmedien wurden die in 3.3.
angegebenenAntibiotikaeingesetzt.
3.1.  NährmedienfürBakterien
Zum Einstellen der Konzentrationen wurde durch eine Milli-Q-Anlage (Millipore, Neu-
Isenburg)aufgereinigtesWasser(H 2OM)wieangegebenverwendet.
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Schafserythrocyten-Agar mit gewaschenen Schafserythrocyten dienten zur Kontrolle der













Eineaus1MMgCl 2und1MMgSO 4hergestellte1MMg 2+-Stammlösungwurdesterilfiltriert




















Die Puffer-Konzentration von DMEM mit 25 mM HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N´-2-




GlucosewurdealsStammlösung ineinerKonzentrationvon20%(w/v) inH 2OMgelöst und in
einerEndkonzentrationvon0,2-0,5%(v/v)eingesetzt.
Sucrose wurdealsStammlösung ineinerKonzentrationvon 10% (w/v) inH 2OMgelöst und in
einerEndkonzentrationvon0,2-5%(v/v)eingesetzt.
3.2.  NährmedienfüreukaryontischeZellen










Ampicillin(Ap) 100mg/ml H 2O 100µg/ml
Chloramphenicol(Cm) 30mg/ml Ethanol(96%) 30µg/ml
Gentamicin(Gen) 10mg/ml H 2O 100µg/ml
Kanamycin(Km) 50mg/ml H 2O 150-200µg/ml
Nalidixinsäure1(Nal) 20mg/ml H 2O 20µg/ml
Streptomycin(Sm) 100mg/ml H 2O 100µg/ml














































Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in den unter 3.1. beschriebenen Nährmedien. Soweit




überimpft.AllerdingsbewahrtenSTEC-Stämme imKühlschrankbedeutend länger ihreVitalität
imVergleichzu E.coli K12-Stämmen.






Alternativ wurdendieBakterien in 25% (v/v)Glycerin aufbewahrt.Dafürwurden Zellen über
Nacht bei entsprechender Temperatur in LB-Medium (ggf. mit Selektionsmarker) angezogen.
Jeweils750µ lderausgewachsenenKulturwurdenmit250µlsterilemGlycerinversetztund in
einemSchraubdeckelröhrchen(InterMedNunc)bei-70°Cgelagert.
ZurReaktivierung eines konservierten Stammeswurde einAusstrich auf einer LB-Platte (ggf.
mitSelektionsmarker)vorgenommen.
4.2.  KultivierungundLagerungeukaryontischerZellen
Die verwendeten Zellinien wurden in Gewebekulturschalen in einem Zellkulturbrutschrank –
wieunter3.2.angegeben -  inMEModerDMEMmit10%(v/v)FCSund5% (w/v)Glutamin
bei 37°C und 5% CO 2 kultiviert. Das Zellkulturmedium wurde alle 2-3 Tage gewechselt und
nachBildungeinesMonolayerswurdendieZellenpassagiert.HierzuwurdenachAbsaugendes
Mediums mit 2 ml Trypsin/EDTA (0,5 mg/ml Trypsin, 0,2 mg/ml EDTA in modifizierter
"Puck´s Saline") so lange inkubiert, bis sich die Zellen durch vorsichtiges Spülen leicht vom
BodenderPetrischaleablösen ließen.Aliquotswurden inneueGewebekulturschalenmit20ml
Zellkulturmediumüberführt.
Zur langfristigen Lagerung wurden die Zellen einer konfluent gewachsenen Platte nach dem
Ablösen in 40 ml Medium aufgenommen und 5 min bei 900 rpm abzentrifugiert (GPR-
Zentrifuge, Beckman). Die pelletierten Zellen wurden in 4 ml FCS mit 8% (v/v) DMSO
resuspendiertund in500µ lAliquots in einemEinfrierautomaten auf –120°C abgekühlt (Firma
Cryosom;StandardEinfrierprogrammfürLymphozyten;imDurchschnitt–2°CproMinute).Die




NacheinererfolgtenKonjugationoderTransformation, bei der alsRezipient einSTEC-Stamm
diente, wurde in der Regel das Vorliegen des rekombinanten Stammes mittels schneller
Typisierungsmethoden bestätigt. Hierzu gehörten der Nachweis der Shigatoxin-Gene stx1  und
stx2 undderNachweisdesextrachromosomalen hly-GensdurchPCR-Amplifikationspezifischer
Sequenzbereiche (s. Primer, Tab. 10), Koloniefärbung auf Sorbitol-MacConkey-Agar oder











E.coli SM10( λpir) farblos violett
E.coli S17-1( λpir) lila farblos
6.  ArbeitenmitBakterienundZellkulturen
6.1.  InfektionvonZellkulturen
Zur Infektion eukaryontischerZellenmit STEC-StämmenwurdenHeLa-Zellen verwendet. Für
immunfluoreszenz-undrasterelektronenmikroskopischeAnalysenwurdendiese15-18hvorder




führte zu etwa 1 x 10 5 Zellen pro Vertiefung. Für Ultradünnschnitte infizierter Zellen dienten
konfluentbewachsenePetrischalen.DieBakterienwurdenÜbernachtinLB-Mediumangezogen,
dann1/20inDMEMmit100mMHEPESverdünntundbei37°Cin5%CO 2ohneSchüttelnfür
etwa 3 h angezogen, bis eine OD 600 ≈ 0,7 erreicht war. Die Infektion erfolgte durch die
Inokulation aus dieser Bakterienkultur mit einer MOI ( multiplicity o f i nfection) von 100
Bakterien/Zelle.Währendder Infektionwurden die Ansätze mehrmals, jedoch frühestens nach





von500µ lPBSmit3,7%FormaldehydproVertiefung fürmindestens60min imKühlschrank
fixiert,zweimalvorsichtig inPBSgewaschen,für2minmit500µl0,2%TritonX-100 inPBS
permeabilisiertundanschließendzweimalvorsichtiginPBSgewaschen.DieInkubationmitden
erstenAntikörpernerfolgte für30min bei37°Cmit jeweils20µl inPBSgelöstenAntikörper,
wobeidieZellkulturüberständedermonoklonalenHybridomazellen1:10,dieübrigenAntikörper
i.d.R. 1:100 verdünnt wurden.Mit den zweiten Antikörpern und/oder konjugiertem Phalloidin
(1:100)wurdenachzweimaligemWaschen inPBSentsprechend inkubiertundgewaschen.Die
Fixierung der Deckgläschen erfolgte schließlich, indem ein Tropfen Mowiol/DABCO auf die




Puffer mit 3% (v/v) Glutaraldehyd und 5% (v/v) p-Formaldehyd auf Eis fixiert, mit PBS
gewaschen, in einer aufsteigenden Acetonreihe entwässert und einer Kritischen-Punkt-
Trocknung mit CO 2 (CPD030, Bal-Tec, Liechtenstein) unterzogen. Die Proben wurden
abschließend mit einem 10 nm-Goldfilm bedampft (SCD040, Balzers, Liechtenstein) und in









beschrieben, mit Cacodylat-Puffer fixiert. Die Postfixierung wurde für 60 min in Cacodylat-
Puffermit1%(w/v)wässrigemOsO 4  durchgeführt.AnschließendwurdendieProbenmiteiner
ansteigendenAcetonreihe (10,30und50%[v/v])entwässert.Eine In-block-Kontrastierungmit
2% (w/v) Uranylacetat in 70% (v/v) Aceton über Nacht schloß sich an. Nach vollständiger
Entwässerungin90%und100%(v/v)AcetonwurdendieProbenüberNacht ineinerMischung
aus  1 Teil Aceton und 1 Teil Spurr-Harz inkubiert, gefolgt von 1:2 Aceton:Spurr-Harz für
weitere8h.Abschließend wurdendieProbeninreinesSpurr-Harz,mitmehrmaligemWechsel,
überführt.NachPolymerisationfür8hbei70°CinGelatinekapselnwurdendieProbenangefräst
und Ultradünnschnitte mit einem Glasmesser (Ultracut S, Leica, Bensheim) hergestellt. Die
Ultradünnschnittewurden auf Formvar beschichteten 300-meshKupferGrids gesammelt,  mit
Uranylacetat für 30min bei  40°C und anschließendmit Bleicitrat für 3min bei 20°Cmittels
einesUltrostainers(Leica,Bensheim)nachkontrastiert.DieUntersuchungderUltradünnschnitte
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erfolgte mit einemZeiss EM 910 Transmissionselektronenmikroskopes (Leo,Oberkochen) bei
einerBeschleunigungsspannungvon80kVbeikalibriertenVergrößerungen.
6.1.4.  QuantitativeBestimmungderAdhärenzvonEHECanHeLa-Zellen
1x105/well HeLa-Zellen wurden wie unter 6.1. beschrieben in 24-well Platten ohne
Deckgläschen ausgesät und über Nacht angezogen. Die Infektion erfolgte mit einer MOI von
100:1Bakterien/HeLa-Zellebiszu 6 h.DieHeLa-Zellenwurdenmehrfach vorsichtigmit PBS
gewaschen,biskeinefreienBakterienzusehenwaren.DasPBSwurdeabgesaugtunddieHeLa-
ZellenwurdendurchZugabevon450µ l0,25%(w/v)TritonX-100 lysiert.Eswurdesorgfältig
gespült, das Lysat in 50 µ l 10x PBS überführt und gevortext. Danach wurden
Verdünnungsreihen angefertigt und die Anzahl der CFU ( colony f orming u nit) nach
Ausplattieren mit einem Spiral Plater (Modell 3000, BIO-SYS, Karben) auf LB-Platten und
Inkubation über Nacht bei 37°C bestimmt. Alle Testreihen wurden mindestens doppelt
ausgeführt,jederVerdünnungsansatzjeweilszweimalausplattiert.
6.1.5.  QuantitativeBestimmungderInvasivitätvonEHECinHeLa-Zellen
1x105/well HeLa-Zellen wurden wie unter 6.1. beschrieben in 24-well Platten ohne
Deckgläschen ausgesät und über Nacht angezogen. Die Infektion erfolgte mit einer MOI von
100:1 Bakterien/HeLa-Zelle für 3.5 h. Der Überstand wurde abgesaugt und durch
Zellkulturmedium mit 100 µg/ml Gentamicin ersetzt und weiter im Zellkulturbrutschrank
inkubiert, so daß die extazellulären Bakterien abgetötet wurden. Nach festgelegten
ZeitintervallenwurdederÜberstandeinerProbeabgesaugt,dieHeLa-ZellenmitPBSgewaschen
undmit450µ l0,25%(w/v)TritonX-100lysiert.Eswurdesorgfältiggespült,dasLysatin50µ l
10x PBS überführt und gevortext. Danach wurden Verdünnungsreihen angefertigt und die
AnzahlderCFUnachAusplattierenmiteinemSpiralPlateraufLB-PlattenundInkubationüber






es, das gleiche Volumen an beads je Ansatz einzusetzen. Es wurden je 20 µ l und 100 µ l
gekoppeltebeadsinwellseinerin24-wellPlatesangezogenenÜbernachtkulturmitHeLa-Zellen
(s. 6.1.) pipettiert und für 3 h bei 37°C und 5% CO 2 im Zellkulturbrutschrank inkubiert.
Anschließend wurde mit 3,7% (w/v) p-Formaldehyd in PBS für 1 h fixiert und die







für 10min bei 95°C erhitzt. Die Zelltrümmerwurden durch 3minütige Zentrifugation in einer
Mikrozentrifuge pelletiert und der Überstand in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt. Nach









EHEC EDL933 ließ sich sehr schlecht mittels Ultraschall aufschließen. Daher wurde der
Zellaufschluß mittels French Press gewählt. Diese Art des Zellaufschlusses ermöglicht die
Gewinnung bakterieller Proteine, die nicht integrierter Bestandteil der Membran sind. Der
Vorteil dieser Methode ist, daß keine Detergenzien für den Zellaufschluß verwendet werden
müssen, was eine nachfolgende Aufreinigung erleichtert bzw. für die weitere Verarbeitung
notwendigseinkann.ZurVermeidung vonKontaminationen vonArbeitsmaterial durchEHEC
außerhalb des Sicherheitslabors wurden die Bakterien für mindestens 1 h in 300 µg/ml
Gentamicin abgetötet. Ein Kontrollausstrich nach der Inkubationszeit sowie die Lagerung der
French Press Einheit in 70% (v/v) Ethanol für mindestens einen Tag sorgten für zusätzliche
Sicherheit. Für den Zellaufschluß wurden die Bakterienkulturen (100-1000 ml) pelletiert, das














DieZellfraktionierungvon E.coli  erfolgtenachdenAngabenvonMurray (Murray,1981).Die
Bakterien wurden unter induzierenden Bedingungen in 100 ml Medium angezogen, durch die
Zugabe von 300 µ l/mlGentamicin/mlZellkultur abgetötet und 60min bei 4000 x g pelletiert.
DerKulturüberstandkonntefürdieAnalysedersekretiertenProteineweiterbehandeltwerden(s.
7.3.3.).Das Pelletwurde in 3 ml 10 mMHEPES-Puffer, pH 7,4 aufgenommen und mit einer
FrenchPressaufgeschlossen(s.7.2.).DasLysatwurde für5min bei5000x g oder für30min
bei4000rpmabzentrifugiertunddasPellet(Zelltrümmer)bei–20°Ceingefroren.DerÜberstand
derZentrifugationwurde für1hbei200.000x g in einerUltrazentrifuge (TL-100,Beckmann,
München) aufgetrennt, das Pellet auf Eis aufbewahrt und der Überstand für 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der Überstand wiederum für 1 h bei 200.000 x g
abzentrifugiertundderÜberstand(ProteineausCytoplasmaundPeriplasma)bei–20°Cgelagert.
Die Pellets beider Ultrazentrifugationsschritte wurden nach Resuspension in 200 µ l 10 mM
HEPES-Puffer,pH7,4vereinigt.NachderZugabevonTritonX-100aufeineEndkonzentration
von20mg/mlundMischenwurdedieSuspensionfür1hbei30.000x gzentrifugiert.DasPellet
beinhaltete dieProteine der äußerenMembran, derÜberstand enthielt die Proteine der inneren
MembranundbeideProbenwurdenbei–20°Cgelagert.
7.3.2.  IsolierungperiplasmatischerProteine
Periplasmatische Proteinewurden nach derMethode von Donohue-Rolfe (Donohue-Rolfe und
Keusch,1983) isoliert.DieBakterienkulturwurdemittelsZentrifugation pelletiert, dreimalmit
10mMTris,pH7,4gewaschenundin1/10desAusgangsvolumensin25mMPBS,pH7,4mit
0,14 M NaCl aufgenommen. Dann wurden 2 mg/ml Polymyxin B hinzugefügt und die




Die Fraktionierung von Zellkulturen zur Detektion intrazellulärer oder membranständiger
bakteriellerProteinewurdevonWolffetal.beschrieben(Wolffetal.1998).Eswurdeallerdings
auf die Isolierung des Gesamtzellextraktes des Inokulums verzichtet, da die Expression eines
ProteinsbereitsdurchseineSekretionindenKulturüberstanddesInokulumskontrolliertwurde.
HeLa-Zellen wurden wie unter 6.1. beschrieben in Ø 9 cm-Petrischalen angezogen (1x10 7
Zellen) undmit 'aktivierten'Bakterien für 6 h infiziert.Dannwurden2ml Zellkulturüberstand
abgenommen,diedarinenthaltenenProteinemitTCAgefällt (s.7.4.)und dasProtein-Pellet in
100 µl SDS-Ladepuffer gelöst (sekretierte Proteine). Die HeLa-Zellen wurden zweimal mit
kaltemPBSgewaschen,in1mlPBSgekratztundfür2minbei1600x gzentrifugiert.ZurLyse
der HeLa-Zellen, nicht aber der adhärenten Bakterien wurde das Pellet in 900 µ l H 2OM
aufgenommenund3min inkubiert.Danachwurden100µ lhinzugefügtunddieSuspension für
15minbei100.000x g zentrifugiert.DieProteinedesÜberstandeswurdenmitTCAgefällt (s.
7.4.)undin50µlSDS-Ladepuffergelöst(ProteinedesCytosols).DasPelletderzentrifugierten
Suspensionwurdein150µl1%(v/v)TritonX-100inPBSresuspendiert,für5minbei23.000x
g zentrifugiert und der Überstand abgenommen (Proteine der eukaryontischen
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Cytoplasmamembran).DasPelletwurde in 100 µ l SDS-Ladepuffer aufgenommen und enthielt
dieunlöslicheFraktion(Nuklei,cytoskeletaleProteine,ProteineadhärenterBakterien).
Eine parallel in 24-well Platten angesetzte Infektionsreihe diente zur Kontrolle der
Infektionseffizienz.
7.4.  SekretierteProteine
Um die Sekretion von Proteinen zu verstärken, wurden in LB-Medium gewachsene
ÜbernachtkulturenvonEHEC1/20inDMEMmit100mMHEPESfüretwa3hangezogen,bis
eine OD 600 ≈ 0,7 erreicht war. Nach Pelletierung der Bakterien wurden die im Überstand
vorhandenenProteinewurdendurchdieZugabevon10%(v/v)TCAüberNachtbei4°Cgefällt
undbei4000x gfür60minabzentrifugiert.DasluftgetrockneteProteinpelletwurdein1/500des








+300 µl H 2OM
DerAnsatzwurde1minbei13.000rpmabzentrifugiert,dieoberePhasevorsichtigabgenommen
(Interphase enthält Proteine), erneut 300 µl Methanol zugegeben und gemischt. Nach
Zentrifugation bei 13.000 rpm wurde der Überstand verworfen, das Pellet getrocknet und in
SDS-Probenpufferaufgenommen.
7.6.  IsolierungvonHis-Tag-Fusionsproteinen
Die Anzucht Protein überexprimierender Bakterien wurde im allgemeinen nach Anleitung des
Herstellers (Qiagen)bei30°Cdurchgeführt.DerAufschlußderBakterien erfolgtemittels einer
FrenchPress(s.7.2.)unddasLysatwurdebiszurProteinisolierungbei–20°Cgelagert.




Bei der Isolierung der Fusionsproteine wurde ebenfalls nach Anleitung vorgegangen. Hierbei
wurdeeinBettvolumenvon2mlNi-NTAMaterialeingesetztundeswurdeeineEcono-column
Pumpe (BioRad) verwendet. Proteineluate wurden photometrisch bei 280 nm mit einem UV-
Detektor(2238UvicordSII,LKB-Pharmacia)gemessen.DieFraktionenwurdenmanuellals10
ml Fraktionen (Durchfluß, 1. Waschen, weitere Waschschritte bei Bekanntsein des
Elutionsvolumens) oder als 1 ml Fraktionen (bei Austesten des Elutionsvolumens,
Fusionsprotein-Eluat) aufgefangen. Die einzelnen Fraktionen wurden durch SDS-PAGE
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analysiertundpositiveFraktionenwurdenvereinigt.NachKonzentrationsbestimmung (s.  7.7.)
wurdedieProteinlösungaliquotiertundbiszurweiterenVerwendungbei–20°Cgelagert.
7.7.  KonzentrationsbestimmungvonProteinen
Für die Verwendung vergleichbarer Proteinmengen wurden die Konzentrationen von
Proteinlösungeni.d.R.biochemischquantifiziert.
7.7.1.  BiochemischeQuantifizierung
Proteinbestimmungen wurden mit dem Roti-Nanoquant-System (Roth) in Mikrotiterplatten
durchgeführt.Eswurden jeweils160µ ldesangesetzten1xReagenzesvorgelegtundmit 40 µ l
Proteinlösung einer Verdünnungsreihe ergänzt. Nach 10 min Inkubation erfolgte die
Proteinmessung mit Hilfe des "Emax precision microplate reader" (MWG Biotech) und des
SoftmaxPro Software (V 1.20 für Windows, Mol. Dev. Corp., USA) bei einer Differenz der





der Aufreinigung von Fusionsproteinen (s. 7.6.) genutzt, hierbei war jedoch die effektive
Konzentration nebensächlich. Die photometrische Quantifizierung der Proteinkonzentration





durch photometrische Quantifizierung oder mittels des Roti-Nanoquant-Systems (s. 7.7.1.)
bestimmen. Daher wurden mehrere Verdünnungen der Probe einer geeichten Reihe
verschiedener BSA-Konzentrationen durch SDS-PAGE (s. 7.8.1.) und anschließender




Für die Herstellung der vertikalen Gele und der anschließenden Elektrophorese wurden
Minigelapparaturen (Biometra,Göttingen) verwendet.Bis aufTEMEDwurdendieReagenzien
fürdasTrenngelzusammengegebenundgutdurchmischt.DerStartderPolymerisationerfolgte
nach Zugabe von TEMED und das Gemisch wurde bis etwa 1,5 cm unterhalb der kleineren
Glasplatte gegossen. Zur Begradigung der Geloberfläche wurde das noch nicht polymerisierte
Gel mit 70% (v/v) Ethanol überschichtet. Nach erfolgter Polymerisation wurde das Ethanol
dekantiert.DasSammelgelwurde ingleicherWeiseangesetztundüberdasTrenngelgegossen.
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ZurFormungderGeltaschenwurdeeinKamm indasnoch flüssigeSammelgel eingesetzt.Die
Gele wurden entweder direkt nach der Polymerisation eingesetzt oder nach Abnahme der
Halteklammern in nasse Papiertücher eingewickelt und in einer verschlossenen Schale bis zu
mehrerenTagenbei4°Caufbewahrt.
Nach Montage der Gelplatten an das Biometra System wurde der SDS-Laufpuffer in die
Vorratskammern gefüllt und die Kämme vorsichtig entfernt. Die zu testenden Proteinproben
wurden imgleichenVolumenSDS-Probenpufferaufgenommenund5minbei95°Cerhitzt,um
sievollständigzudenaturieren.UnmittelbarvorAuftragungderProbenwurdendieGeltaschen




7.8.2.)oder für andere Anwendungenweiterbehandelt. AlsMolekulargewichtsstandard dienten
vorgefärbte Proteinstandards der Firma BioRad. Die Größen der einzelnen Standardproteine







Gelstärke 7,5% 10% 12,5% 15%
H2O 12ml 10ml 7ml 5,8ml
Trenngel-Puffer 6ml 6ml 6ml 6ml
Acrylamid 6ml 8ml 11ml 12,2ml
10%(w/v)SDS 240µl 240µl 240µl 240µl
10%(w/v)APS 32µl 32µl 32µl 32µl





















Zur Anfärbung der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurde das Gel nach der
Elektrophorese (s. 7.8.1.) für 1 h in Coomassiefärbelösung gefärbt und anschließend mehrere
StundenimEntfärbergeschwenkt,bisderHintergrundentfärbtwar.DiegefärbtenGelewurden














Gelmindestens 20min in Blotpuffer inkubiert. Für jedesGelwurden4Whatman-Papiere und
einaufdieGrößedesGelszugeschnitteneNitrocellulose-Membranmit inkubiert.DerTransfer
der Proteine auf dieMembran erfolgte im Anschlußmittels der Semi Dry Blotting-Apparatur
(BioRad) für20min bei20V.Hierfürwurden zwei Lagen inBlotpuffer getränktesWhatman-
PapierblasenfreiaufdieKathodedesGerätesgelegt,hieraufwurdendieäquilibrierteMembran,
das äquilibrierte SDS-Gel und zwei weitere Lagen getränkten Filterpapiers ebenfalls







Zum chemiluminiszenten Nachweis der geblotteten Proteine wurde die Membran in PBS mit
30%Frischmilch(0,3%Fett)überNachtbei4°Cund–wieallefogendenSchritte-mitleichtem
Schwenken inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Membran zweimal für 10 min in PBS
gewaschen und daraufhin mindestens 1 h bei Raumtemperatur mit dem ersten Protein
spezifischenAntikörper inPBSmit 10%Milch (Verdünnung1:10 bis 1:2000) inkubiert.Nach











5% (w/v) BSA in PBS-Tween 20 (0,5%, v/v) für 1 h bei Raumtemperatur geblockt. Dann
wurdendieStreifenüberNachtbei4°Cund-wiealleSchritte-unterleichtemSchwenkenin5%
(w/v) BSA in PBS-Tween 20 (0,5%, v/v) mit aufgereinigtem Protein (s. 7.6.) oder isolierten
FraktionenausEHECEDL933(s.7.3.) inkubiert.AmnächstenTagwurdendieStreifen für15
min beiRaumtemperatur in PBS-Tween 20 gewaschen, für 1 h bei Raumtemperaturwie oben
geblockt und wieder gewaschen. Die anschließende Inkubation mit dem Protein spezifischen
AntikörpererfolgtebeieinerVerdünnungvon1:1000 für1hbeiRaumtemperatur.DieStreifen
wurdengewaschenund dannmit dem zweitenAntikörper (Horseradish Peroxidase gekoppelte
Anti-Maus-oderAnti-Kaninchen-IgGund-IgM,BioRad)für1hbeiRaumtemperaturinkubiert.
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Die Streifen wurden wie unter 7.8.3. beschrieben für die Detektion mit Chemiluminiszenz
weiterbehandelt.FürdieDetektiondersekretiertenProteineEspA EDL933,EspB EDL933,EspD EDL933,








innerhalb einerVersuchsreihe konstant gehalten.Da dieDNA nicht-radioaktiv mit demDNA-
Silver StainingKit detektiertwerden sollte,wurde i.d.R. 1 µg DNA/Gelspur eingesetzt, somit
eine DNA-Menge unter 10 pmol. Die Konzentration an nativ aufgereinigtem Protein (s. 7.6.)
wurdeinnerhalbeinerVersuchsreihevariiert,sodaßbeieinergeringenProteinkonzentrationmit
viel freier DNA, bei der höchsten Proteinkonzentration mit viel Protein-DNA-Komplex
gerechnet werden konnte. Als Kontrollen wurden Gelspuren mit der höchsten eingesetzten
ProteinkonzentrationundmitDNAohneProteinzugabeaufgetragen.LediglichdieProteinprobe
wurde mit Beladungslösung mit Farbstoff versetzt. Die anderen Proben wurden vor dem
AufttragenaufdasGelmitBeladungslösungohneFarbstoffvermischt.
Die Reaktionsansätze wurden für 30 min bei 30°C inkubiert und anschließend zügig auf ein
7,5%Polyacrylamidgelaufgetragen.DerGellauferfogte im4°CKühlraummiteinerSpannung






aufgetrennt (s. 9.2.2.) und anschließend auf eine PVDF-Membran (Immobilon P, Millipore)
transferiert(s.7.8.3.).DanachwurdedieMembran für1h inSättigungspuffergeschwenkt und
kurzinDNA-Bindungspuffergewaschen.EsfolgteeineInkubation für3hbeiRaumtemperatur
mitInkubationspuffer,derdiemarkierteDNA-Sondeenthielt.DieDNA-SondewurdemitHilfe
desRediprime II Random Prime Kits (Amersham)mit [ α-P32]dCTP (s. 10.3.1.) markiert. Die


















in 1 ml PBS gewaschen und bei 2000 rpm abzentrifugiert. Danach wurden die beads in einer
ProteinlösunginPBSresuspendiert.DasResuspensionsvolumenhingvonderKonzentrationdes
Proteinsabundwurdeaufetwa200µgProtein/Ansatzeingestellt.DieEppendorf-cupswurden
über Nacht bei 4°C langsam geschwenkt. Am nächsten Tag wurden die gekoppelten beads
dreimal in 1,5ml PBS gewaschen und in 200 µ l PBS aufgenommen. Die Kopplungseffizienz
wurde mittels eines FACS-Gerätes (Becton Dickinson, Belgien) bestimmt. Als Negativ-
Kontrolle für die Kopplungseffizienz wurden nicht-gekoppelte beads mitgeführt. Als Negativ-
Kontrollen für die Infektionen wurden mit BSA gekoppelte beads und nicht-gekoppelte beads
eingesetzt.
7.12.  ß-Galaktosidase-Assay
Proben bakterieller Kulturen wurden in Zeitintervallen genommen, die OD 600 bestimmt und
Aliquots davon wurden bei 8000 x g abzentrifugiert. Die Bakterienpellets wurden entweder
sofort weiterverarbeitet oder bei –80°C eingefroren. Um die Promotoraktivität während einer
Infektion an HeLa-Zellen zu testen, wurden die Monolayer infiziert (s. 6.1.) und in
Zeitintervallen wurde der Überstand abgenommen und nicht-adhärente Bakterien durch
Zentrifugationbei8000x gpelletiert.UmadhärenteBakterienzuerhalten,wurdedannwieunter
6.1.4.beschriebenverfahren.ß-Galaktosidase-AssayswurdenmitHilfedesthe β-GALReporter
GeneAssayChemiluminescentKits nach denAngabendesHerstellers durchgeführt,wobei zu
500µlLysis-Pufferzusätzlich20µ lChloroformund20µl0,1%(w/v)SDSzugegebenwurden.




Für die Herstellung von spezifischem Antiserum gegen Pas EDL933  wurden jeweils 50 µg
aufgereinigtes Pas EDL933 (s. 7.6.) mit dem gleichen Volumen inkomplettes Freund'sches






aufgereinigtesSepL EDL933 (s.7.6.)an die FirmaEuroGenTec (Seraing,Belgien) verschickt,wo
einKanninchen immunisiert und geblutetwurde.Das erhaltene Prä-Immunserum (PräAS-anti-
SepLEDL933)undPost-Immunserum(AS-anti-SepL EDL933)wurdenbei–20°Ceingefroren.
8.2.  AufreinigungpolyklonalerAntikörper
Die Protein spezifischeAufreinigung von Antiseren erfolgte mittels der Affinitätsaufreinigung







Das geblottete Protein wurde ausgeschnitten und für 2 h unter leichtem Schwenken bei
Raumtemperatur mit 5% (w/v) Milchpulver in PBS geblockt. Danach wurde der
Membranstreifen in unverdünntem Antiserum über Nacht bei Raumtemperatur unter leichtem
Schwenken inkubiert. Der Membranstreifen wurde in TBS-T gewaschen und die Antikörper




Enzyme linked immunosorbent assay  (ELISA) wurde in 96-well-Mikrotiterplatten (Nunc
MaxiSorp) durchgeführt. Als Antigen zur Beschichtung der Platten diente aufgereinigtes
Fusionsprotein(s.7.6.),dasin0,1MNaHCO 3(pH9,6)auf10µg/ml verdünntwurde.In jedes
Well wurden 100 µl Proteinlösung gegeben und über Nacht bei 4°C inkubiert. Die Platten
wurdendreimalmit0,05%Tween20 inPBSgewaschen (MicroplateWasherEL403,Biotek),
undfreieBindungsstellenwurdendurchInkubationmit100µl10%FCSinPBSfür2hbei37°C
blockiert. Nach drei Waschgängen wurden pro Well 100 µ l der seriell in 15% FCS in PBS
verdünntenAntiserenaufgegebenundweitere2hbei37°Cinkubiert.AlsBlindprobedienteeine
ReiheWells,indiestattSerumnur15%FCSinPBSgegebenwurde.DerNachweisgebundener
Anti-Fusionsprotein-Antikörper erfolgte nach erneutem dreimaligen Waschen mit Peroxidase-
konjugierten Ziege-anti-Maus bzw. Ziege-anti-Kanninchen Antikörpern (Dianova), die in 10%
FCSinPBSverdünntundfür1hbei37°Cinkubiertwurden(100µl/well).FolgendeAntikörper
wurdendabeieingesetzt: IgG(spezifisch fürFcFragment),1:4000oder IgM(spezifisch für µ-
Kette), 1:6000. Nach drei weiteren Waschgängen wurden pro well 200 µ l Substratlösung
zugesetztundfür1hbeiRTimDunkelninkubiert.DieReaktionwurdedurchZugabevonje50
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25 ml 0,2MNa 2HPO4
50 ml H2OM
30 mg o-Phenylendiamin






ml einer bakteriellenÜbernachtkultur in einEppendorfgefäß überführt und für 5min bei 6500
rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abpipettiert und das Pellet in 100 µ l
Glucose/Tris/EDTA-Lösung resuspendiert.Die Lyse der Zellen erfolgte durch die Zugabe von
200 µl frisch angesetzter NaOH/SDS-Lösung. Nach maximal 5 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurden zur Ausfällung von chromosomaler DNA und Proteinen 150 µl K-
Acetat-Lösunghinzugegeben,dieSuspensionwurdegutdurchmischtundfürmindestens10min
auf Eis gestellt. Anschließend wurde das Präzipitat für 10 min bei 13000 rpm und 4°C




30 min. Die gefällte DNA wurde für 20 min bei 13000 rpm und 4°C abzentrifugiert, der
Überstand verworfen und das DNA-Pellet zweimal mit je 0,5 ml eiskaltem 70%igen Ethanol
gewaschen.NachdemTrocknendes Pellets in derVakuumzentrifuge (Vacu-SpeedDNA 110,
Savant,Farmingdale,USA)wurdedieDNAin20µ lH 2OMgelöst,mit0,5µlRNaseA-Lösung

































entnommen. Der Überstand wurde in ein neues Eppendorfgefäß überführt, 40 µl 2,5 M Na-
Acetat (pH 5,2) und 420 µl Isopropanol hinzugefügt, gevortext und für 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert.DiePlasmid-DNAwurdedurchZentrifugationbei 12.000x g für 5
min präzipitiert, mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 µl TE-Puffer
aufgenommen.
Für die Sequenzierung von Plasmiden und für die Transformation von Plasmiden in EHEC-
Stämme wurde die Plasmidaufreinigung mit dem Qiagen Spin Plasmid Kit gemäß den
VorschriftendesHerstellersdurchgeführt.
Plasmidisolierungen imMidi-Präp-Maßstab erfolgten mit dem Qiagen Midi Spin Plasmid Kit
gemäßdenHerstellerangaben.
9.1.2.  PräparationgenomischerDNA




Zur Extraktion von Proteinen wurde die DNA-Suspension mit dem gleichen Volumen Tris-
gesättigtes Phenol ausgeschüttelt. Die Phasentrennung erfolgte 60 s bei 13000 rpm. Ebenso
wurde der jeweilige Überstand einer Zentrifugation mit dem gleichen Volumen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und anschließend einem Volumen








Für die Aufkonzentration oder Reinigung von DNA wurden Microcon-100-Gefäße (Amicon,
Witten)eingesetzt.DazuwurdedieDNA-Lösung ineinMicrocon-100-Gefäßüberführtundmit
H2Oauf500µ laufgefüllt.DasGefäßwurdefür8minbei3000x g(6000rpm)zentrifugiertund






Vor der Sequenzierung wurde die DNA entsalzt, indem die DNA-Lösung auf ein in einer
Petrischale oder einem 24-Well Plate auf H 2OM schwimmenden Dialysefilter (Millipore VS-






Die DNA-Proben wurden mit 1/6 Volumenanteil DNA-Ladepuffer versetzt und in die
Geltaschenaufgetragen.DNA-Moleküle inMinigelenwurden inderRegel30-45minzwischen
80und150V, in großenGelen ca. 16 h bei 40V aufgetrennt. Zur Färbung derDNA-Banden
wurde das Gel 5-20min in einer wäßrigen Ethidiumbromidlösung (1 µg/ml) geschwenkt und
danachderHintergrund10-15min inH 2O entfärbt.DieDNA-Bandenwurden bei 253 nm auf

















Gelstärke 5% 8% 12% 20%
H2O 62,7ml 52,7ml 39,3ml 12,7ml
5xTBE 20ml 20ml 20ml 20ml
30%(w/v)Acrylamid 16,6ml 26,6ml 40ml 66,6ml
10%(w/v)APS 700µl 700µl 700µl 700µl
TEMED 35µl 35µl 35µl 35µl
9.2.3.  KonzentrationsbestimmungvonDNA
Konzentration und Reinheit einer DNA-Lösung wurden durch photometrische Messung der
OD260nm bzw. OD 280nm bestimmt. OD 260nm = 1 entspricht 50 µg dsDNA/ml bzw. 38,5-40 µg
ssDNA/ml(Davisetal.,1980;Sambrooketal.,1989).Für reineDNA-LösungengiltOD 260nm :
OD280nm=1,000:0,556.NiedrigereQuotientensignalisierendieVerunreinigungdurchProteine.
Zur Ermittlung der DNA-Konzentrationen aus sehr geringen DNA-Mengen wurde eine




Die Bestimmung der Größe eines DNA-Fragmentes erfolgte durch Agarosegelelektrophorese.
AlsGrößenvergleichdienteeine1kb-Leiter(NEB,Schwalbach)odereine100bp-Leiter(NEB),
die neben dem zu bestimmenden Fragment aufgetrennt wurde. Durch Vergleich der





Das gewünschteDNA-Fragmentwurde nach erfolgterAuftrennung im Agarosegel und kurzer
Anfärbung im Ethidiumbromidbad auf dem UV-Tisch ausgeschnitten mittels des Jetsorb Gel











Um den Anteil rezirkularisierter Vektor-DNA nach einer Ligation zu verringern, wurde die
enzymatische Abspaltung der endständigen Phosphatgruppen mittels alkalischer Phosphatase
durchgeführt(Sambrooketal.1989).NachvollständigerRestriktionderDNAwurden10µ l10x
DephosphorylierungspufferzugegebenundmitH 2OMaufeinEndvolumenvon100µlgebracht.
DerAnsatzwurdenachZugabe alkalischerPhosphatasemit 0,5U/µgDNAbei 5'-Überhängen
oder1U/µgDNAbei3'-Überhängen für1hbei37°C inkubiert.NacherneuterZugabevon0,5
µlalkalischerPhosphataseundInkubationfür30minbei37°CwurdedieReaktiondurch10min
bei 55°C gestoppt. Der Ansatz wurde einer Phenol/Chloroform-Extraktion (s. 9.1.3.) und
anschließenderEthanol-Präzipitation(s.9.1.4.)unterzogen.
9.4.3.  LigationvonDNA-Fragmenten
Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe der T 4-DNA-Ligase nach Angaben des




Chemokompetente Bakterien wurden nach der Rubidiumchlorid-Methode hergestellt. Hierfür
wurde eine Übernachtkultur auf eine Anfangsdichte in LB-Medium mit entsprechendem
Selektionsmarker von OD 600 = 0,075 gebracht. Die Inkubation erfolgte bei 37°C bis zu einer
OD600=0,5.DieBakterienkulturwurdeineinemGSA-Rotor5minbei4000rpm(2610x g)und
4°C pelletiert und in 30 ml eiskaltem TfB I resuspendiert. Nach 90 min auf Eis wurde die
Bakteriensuspensionfür4minbei3500rpm(1460x g)und4°CineinemSS-34-Rotorpelletiert




a) 30 mM KAc
10 mM CaCl2x2H 2O
15 % Glycerin
b) 100 mM RbCl
50 mM MnCl2x4H 2O
DieLösunga)wurdemitEssigsäureaufpH6,0eingestellt.








Die Transformation chemokompetenter Zellen erfolgte nach Inkubation eines 200 µl Aliquots
kompetenter Zellen mit 0,1-1 µg DNA oder 5 µl eines Ligationsansatzes für 30 min auf Eis
durchErwärmungdesAnsatzesfür3-5minineinemWasserbadbei42°C.Anschließendwurde
derTransformationsansatzfür5minaufEisgestellt.UmdieExpressionderSelektionsmarkerzu
ermöglichen,wurden 400 µl vorgewärmtes LB-Medium hinzugegeben und derAnsatz für 1 h




Elektrokompetente Bakterien wurden nach dem folgenden Protokoll hergestellt. 200 ml LB-
Medium mit entsprechendem Selektionsmarker wurden mit 2 ml einer Übernachtkultur
inokuliertundunterSchüttelnbei37°Cbis zueinerOD 600= 0,6inkubiert.DieBakterienkultur
wurde30minaufEisgekühltunddieBakteriendurchZentrifugation in einemGSA-Rotor für
15 min bei 4000 rpm (2610 x g) und 4°C geerntet. Der Überstand wurde dekantiert und die









zu einem Aliquot auf Eis aufgetauter kompetenter Bakterien. Das Gemisch wurde unter
Ausschluß von Luftblasen in eine vorgekühlte Elektroporationsküvette mit 2 mm Spaltbreite
überführt. Die Transformation erfolgte mit dem Gene-Pulser und dem Gene-Puls-Controller
(BioRad)durcheinenelektrischenImpuls(25µF,2,5V,200 Ω).Sofortdanachwurden400µ l
vorgewärmtes LB-Medium hinzugefügt und die Suspension zur Regeneration und Expression
plasmidkodierter Resistenzen für 1 h bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Jeweils 100 µ l des
TransformationsansatzeswurdenaufAgarplattenmitSelektivmediumplattiert.DieBestätigung




Effizienz des Transfers mittels Konjugation gemacht. Hierbei dienten E. coli  S17-1 ( λpir) als
DonorstammundEHECE32511/0Nal RalsRezipient.VorderKonjugationwurdenDonorund
Rezipient durch Ausstreichen auf Antibiotikum-enthaltendem Medium auf ihre Sensitivität
gegenüber den Selektionsmarkern Chloramphenicol und Kanamycin überprüft. Donor und
Rezipient wurden dann über Nacht in Flüssigmedium bei 30°C angezogen. Dabei wurde der
Donor bei nur 60 rpm geschüttelt, um die für die Konjugation notwendigen Pili auf der
Bakterienoberfläche nicht zu zerstören, wohingegen der Rezipient bei 120 rpm angezogen
wurde.Jeweils1mlderKulturenwurdeamnächstenMorgenabzentrifugiert(Donor:10minbei
5000 rpm,Rezipient: 5min 13000 rpm) und das Pellet zweimal mit sterilem PBS gewaschen.
Donor undRezipientwurden im Verhältnis 1:3 vermischt und jeweils 100 µ l auf einen Filter
(Typ HA, 0,45 µm Porengröße, Millipore) getropft. Die Filter wurden über Nacht auf LB-
Medium-Plattenbei30°Cinkubiert.UmdieBakterienzuresuspendieren,wurdendieFilter in1
mlPBSgewaschen,dieSuspension inPBSverdünntund50µ lderVerdünnungsstufen10 -1 bis
10-4 wurden auf Mineralmedium-Platten mit 30 µg/ml Chloramphenicol und 25 µg/ml
Kanamycinausplattiert.DieerhaltenenKonjugandenwurden auf ebensolchenMineralmedium-
Plattenvereinzeltundanschließendauf ihreIdentitätalsEHECmittelsAmplifikation(s.9.6.1.)





dem Nachweis von Genotypen. Die Template-DNA für einen PCR-Ansatz wurde entweder
















Der Ansatz wurde gemischt und mit ca. 50 µl Mineralöl (Nujol, Perkin Elmer) für die
Thermocycler-Reaktion in einem Thermocycler (Landgraf TC Varius V) überschichtet. Die
Bedingungen der Thermocycler-Reaktion richten sich unter anderem nach der
Schmelztemperatur (Tm)der verwendetenPrimer (Annealing-Temperatur ca. 5-10°Cunterhalb
























ZurKonstruktionvonDeletionsfragmentenwurdedieOE-PCR (Ho et al. 1989) angewandt. In
einer ersten Reaktionsrunde wurden die Primer so gewählt, daß zunächst nur Carboxy- und
Amino-Termini eines Gens mit angrenzenden Down- und Upstream-Regionen in zwei
getrennten Ansätzen amplifiziert wurden. Einer der beiden Primer der internen Gensequenz
enthielt eine vorangestellte komplementäre Nukleotidsequenz des respektiven zweiten Primers
mitmindestens16bpüberlappenderSequenz, sodaß nachAuftrennungderPCR-Produkte im
Agarosegel (s.9.2.1.)und Isolierung aus demGel (s. 9.3.) dieZusammenführung beiderPCR-
Produkte in einer zweiten PCR-Reaktionsrunde ein Fusions-Template aus beiden PCR-
ProduktendererstenReaktionsrunde entstehenkonnte.Die verwendetenPrimer dieser zweiten
Reaktionsrunde waren die externen Primer der ersten Runde, so daß als PCR-Produkt nur
amplifizierte DNA des Fusion-Templates erzeugt wurde. Lage und Größe der deletierten
Gensequenz waren somit frei wählbar. Für eine nachfolgende effektive homologe
Rekombination imWildtyp-Stamm über die Klonierung in einen Suizidvektor war jedoch die















immer neuer Primer zu sequenzieren, bedient man sich der Methode der unidirektionalen
Verkürzung(Henikoff,1984).EinSequenziervektormiteinemzusequenzierendenDNA-Insert
wird zunächst durch den Verdau von zwei Restriktionsenzymen an einem Ende des Inserts
linearisiert, so daß das entstehende Vektorende vor dem anschließenden Verdau durch ExoIII
geschützt ist, während das Insert-Ende einemExoIII-Verdau zugänglich ist. Dies erreicht man
durch die Wahl geeigneter Restriktionsenzyme. Restriktionsenzyme, die 5'-Überhänge, blunt
ends oder nicks erzeugen, generieren ExoIII sensitive Enden, während 3'- und 4-Basen-
Überhänge nicht durch ExoIII verdaut werden können. Der ExoIII-Verdau des linearisierten
Plasmides erfolgt in einem großen Ansatz, aus dem in Zeitintervallen Aliquots entnommen
werden und darin die Reaktion gestoppt wird. Somit erhält man Proben mit Insertsequenzen




dieser Deletionsbank können mit dem Vektorprimer der Deletionsseite sequenziert werden.
Lücken in der Sequenzierung beider DNA-Stränge, die aus dem Fehlen geeigneter
Deletionsklone resultierten, können z.B. durch Sequenzierung des intakten Inserts mit
zusätzlichenPrimergeschlossenwerden.
9.8.  DNA-Sequenzierungmittels DyeTerminatorCycleSequencing
Zur DNA-Sequenzierung wurde die Dideoxymethode nach Sanger et al. (Sanger et al. 1996)
unter Verwendung des DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kits (ABI, Applied
Biosystems)undmiteinemAutomatischenSequenziergerät(Modell373A,ABI)nachAngaben
desHerstellersdurchgeführt.AlsTemplate-DNAdientenaufgereinigtePlasmid-DNA(s.9.1.1.)
oder aus einem Agarosegel isolierte PCR-Produkte (s. 9.3. und 9.6.1.). Die Template-DNA
wurde vor der Thermocycler-Reaktion für 30 min dialysiert (s. 9.1.6.). Die Thermocycler-
Reaktion wurde in einem Thermocycler (Landgraf TC Varius V) durchgeführt, wobei die


























Der Sequenzieransatz wurde nach der Thermocycler-Reaktion aufgereinigt, indem die DNA
durchZugabevon2µl3MNatriumacetat,pH4,6und50µlEthanol für10minaufEisgefällt
wurde. Nach 30 min Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C wurde die DNA mit 70% (v/v)
EthanolgewaschenundanschließendineinerVakuumzentrifugegetrocknet.DieDNAwurdein
3µlFormamid/50mMEDTA,pH8,0 (5:1)gelöstund bis zurPAGEbei –20°Cgelagert.Vor





Für dieHerstellungvonDigoxigenin-markiertenSondenwurde der PCRDIG Probe Synthesis
Kit(BoehringerMannheim)verwendet.
DieVorteileindieserArtderHerstellungliegenzumeineninderhohenSensitivitätderSonden,
da eine hohe Zahl von 100% homologenGensonden (beiVernachlässigung der Fehlerrate der
Taq-Polymerase) synthetisiert wird, wodurch eine Reaktion unter stringenten Bedingungen
ermöglicht wird und zum anderen in dem Verzicht auf Radioaktivität zur Detektion der
gesuchtenDNA-Fragmente.
Das für die Sondensynthese verwendeteMarkierungsgemisch enthielt neben den unmarkierten
dNTPsauchDIG11-ddUTP.
PCR-Ansatz














0,8% (w/v) Agarosegel bei 80 Volt in einer großen Elektrophoresekammer (Horizon 11-14,
Pharmacia,Uppsala,Schweden)aufgetrennt.NachdemGellaufwurdedasGelzunächstgeteilt.
Der eine Teil wurde in einem Ethidiumbromid-Bad gefärbt und dann photographiert, um die
korrekte Auftrennung zu kontrollieren, und der zweite Teil wurde wie folgt unter Schwenken
weiterbehandelt:20minDepurinierenin0,25MHCl,zweimal30mininDenaturierungslösung
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(0,5MNaOH;1,5MHCl) und anschließend zweimal 30 min inNeutralisierungslösung (1M
Tris/HClpH7;3MNaCl).
DerTransfer auf eineMembran erfolgte überNacht nach derMethode desKapillar-Transfers.
HierzuwurdendieNylonmembran (BiodyneBTransferMembrane,PallGmbH,Dreieich)und















entweder bei -20°C gelagert oder für die Sonden-Hybridisierung (s. 9.9.3.) weiter verwendet
werden.
9.9.3.  HybridisierungundDetektion
DieMembranwurde in eineHybridisierungsrolle überführt undmit 20 ml Prähybridisierung /
100 cm 2 Membranfläche bedeckt. Die Temperatur für die Prähybridisierung und die sich
anschließendeHybridisierung imHybridisierungsofen lagbeiOligonukleotidsonden10°Cunter
demSchmelzpunktdermarkiertenSonden,beidoppelsträngigenDNA-Sondenbei42°C.Nach1
h Prähybridisierung wurde die Lösung abgegossen und durch 20 ml frische
Hybridisierungslösungmit10µlderDIG-markiertenDNA-Sondeersetzt.DoppelsträngigeDNA
wurde vor der Zugabe zur Hybridisierungslösung für 5 min bei 95°C denaturiert. Die























Nachdem letzten, stringentenWaschgangwurde dieMembran für 5min inDIG-Waschpuffer
gewaschen und danach für 30 min mit 100 ml DIG-Puffer 2 abgesättigt. Das Anti-DIG-
Alkalische Phosphatase-Konjugat (750U/ml)wurde 1:5000 inDIG-Puffer 2 verdünnt und die
Membran für 30 min in 20 ml dieser Antikörperlösung inkubiert. Anschließend wurde die
Membran 2 x 15 min in je 20 mlDIG-Waschpuffer gewaschen und für 5 min in 20 ml DIG-
Puffer 3 äquilibriert. Das Chemilumineszenz-Substrat CSPD ® wurde 1:500 in DIG-Puffer 3
verdünnt, die Membran wurde für 10 min in 20 ml CSPD-Lösung inkubiert und danach
überschüssige Flüssigkeit verworfen. Die Membran wurde in einem handelsüblichen Plastik-
bzw.Gefrierbeutel luftblasenfrei eingeschweißt, für 15min bei 37°C präinkubiert und in einer




























(v/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC) inaktiviert. Am nächsten Tag wurde DEPC mittels








Um mit der RNA isolierte chromosomale DNA zu entfernen, wurden beim S.N.A.P. Kit die
mitgelieferteRNase-freieDNaseundPuffernachdenAngabendesHerstellersverwendet.Nach




















Entsprechend der Konzentrationsbestimmung von DNA-Lösungen (s. 9.2.3.) wurde die
Konzentration und Reinheit einer RNA-Lösung durch photometrische Messung der OD 260nm
bzw.OD 280nmbestimmt.OD 260nm=1entspricht40µgRNA/ml(Sambrooketal.1989;Daviset
al. 1980). Für reine RNA-Lösungen gelten die gleichen Quotienten-Angaben wie für DNA-
Lösungen.
10.2.2.  Agarose-Gelelektrophorese
FürdieAuftrennungderRNAzur schnellen quantitativen und qualitativenAnalysewurdewie
unter9.2.1.fürDNAbeschriebeneineAgarose-Gelelektrophoresedurchgeführt.
DenaturierendeAgarosegele fürNorthernBlotAnalysenwurden inRNase-freienBedingungen
gegossen, indem die Gelkammer mit RNase Erase (ICN Biomedicals) ausgewischt und














88 ml DEPCbehandeltesH 2OM
Vor Auftragung der RNA-Proben wurde die RNA gefällt (s. 10.1.3.), in 7,5 µl DEPC
behandeltemH 2OMresuspendiertundmit15µ lFormamid/Formaldehyd/10xLaufpuffer (2:1:1)
und2,5µlBromphenol-Lösungversetzt.DieRNA-Probenwurdenfür5minbei65°C inkubiert
und kurz auf Eis abgekühlt. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 70 V. Die RNA wurde durch
FärbungdesGels imEthidiumbromidbadundanschließenderDetektion inUV-Licht analysiert
oderfürdieNorthernBlotAnalyseaufeineMembrantransferiert.







10.3.1.  RadioaktiveMarkierungvonDNA-Sondenmit[ α-32P]dCTPoder[ γ-32P]dATP
Zur radioaktiven Markierung von DNA mit [ α-32P]dCTP (Northern Blot/ Southern
Blot/SouthWestern Blot Analyse) oder [ γ-32P]dATP (Primer Extension Analyse) wurde der
Prime-It II Random Primer Labeling Kit (Stratagene) unter den Angaben des Herstellers
verwendet und die markierte DNA-Sonde über Nick-Sephadex G-50-Säulen (Pharmacia
Biotech) ebenfalls nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die eingebaute Radioaktivität wurde
durch dieMessung von jeweils 1 µl markierter DNA in einem Szintillationszähler (Beckman
LS1801,Beckman)bestimmt.
10.3.2.  NorthernBlotting






IneinePlastikschalewurdenetwa5cmgewöhnlichesPapier aus demPapierspender gestapelt.
Hieraufwurden4Lagen trockenesBlottingPapier, jeweils mit Transferpuffer äquilibriert eine
Lage Blotting Papier und Nylonmembran, das Agarosegel, 3 Lagen mit Transferpuffer
äquilibriertesBlottingPapierund2langemitTransferpufferäquilibrierteBlottingPapierstreifen,
die eine Verbindung zwischen dem Transferstapel und dem Pufferreservoir herstellten. Das








Der Transfer wurde für 2 h durchgeführt. Die Membran wurde anschließend für 10 min in
Neutralisationspuffergelegtunddannfür15minbei80°Cgetrocknet.Eswurdeein crosslinking
der RNA für 2 min (UV Stratalinker 1800, Stratagene, La Jolla, USA) durchgeführt und die
HybridisierungerfolgtesofortimAnschlußwieunter10.3.3.beschrieben.
10.3.3. HybridisierungundDetektion
DieMembranwurde in eineHybridisierungsrolle überführt undmit 20 ml Prähybridisierung /
100 cm 2Membranfläche bedeckt.Nach 1 h Prähybridisierung in Prähybridisierungslösung bei
42°C wurde die Lösung abgegossen und durch 10 ml frische Hybridisierungslösung mit [ α-
32P]dCTP-markierter DNA-Sonde ersetzt. Die dsDNA-Sonden wurden dabei vor Zugabe zur
Hybridisierungslösung für 5min bei 95°C denaturiert. DieHybridisierung erfolgte überNacht
bei 42°C. Für den Nachweis der gebundenen DNA-Sonde wurde der Blot zweimal bei
RaumtemperaturinWaschpufferAundzweimalbei42°C inWaschpufferB für jeweils15min
gewaschen und anschließend in eine Folie gewickelt und in eine Phosphor Screen-Cassette
(MolecularDynamics,Chesham,Bucks,England)gelegt.DieExpositionerfolgteüberNachtbei



































DieAmplifikation von 5'-Enden einer cDNAwurdemit dem 5'/3' RaceKit (Boehringer) nach
Angaben desHerstellers durchgeführt. Zunächstwurdewie unter 10.1.1. beschrieben Gesamt-
RNA isoliert und aufgereinigt. Die in der RNA-Präparation enthaltene mRNA diente als
Template füreineReverseTranskription,wobei als Primer sequenzspezifischeOligonukleotide
unter Berücksichtigung der Herstellerangaben verwendet wurden. Nach Degradation der RNA
wurdeandas3'-EndederamplifiziertencDNA,undsomitbeiVorlageeiner intaktenmRNAan
den komplementären Startpunkt der mRNA-Transkription, mittels Terminaler Transferase ein
poly-A-Schwanzangehängt.Ineiner nested PCR, indereinzweitersequenzspezifischerPrimer
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upstreamvomerstenPrimereingesetztwurde,wurdeeinPCR-Produkterzeugt,dessenSequenz





bzw. 430 mMNaCl bis zu einer OD 600 von 0,8 angezogen. Die RNA-Isolierung erfolgte wie
unter10.1.1.beschrieben.DieMarkierungderOligonukleotidsondemit [ γ-32P]dATPwie unter
10.3.1.beschriebenvollzogen.Nach Inkubation dermarkiertenSondemit 25 µgGesamt-RNA
für 20 min bei 50°C wurde eine reverse Transkription mit Hilfe von 1 U AMV Reverse
Transkriptase (Promega, USA) für 40 min bei 42°C durchgeführt. Die Produkte der reversen
TranskriptionwurdendurchdenVergleichmiteinerparallelerstelltenSequenz-Leiteranalysiert.
Die radioaktive Sequenzierung zur Erstellung einer Sequenz-Leiter wurde mit dem gleichen





dieser Stelle auf einige der zahlreichen und sehr nützlichen Programme zur Sequenzanalyse hingewiesen. Viele
























































BP,Protokolle fürbiologischesArbeiten;D,Datenbank;EC, E.coli  Informationen;G,generelle Informationen; I,





mit EPEC ähneln. Die gemeinsame genetische Grundlage dieser attaching and effacing
verursachenden Bakterien ist die Pathogenitätsinsel LEE, deren Transfer in einen nicht-
pathogenen E.coli -StamminderInfektioneukaryontischerZellenzueinemgleichenA/E-Effekt
führtwiebeiEHECundEPEC (McDaniel undKaper, 1997). Somit sind alle für die Infektion
relevantenFaktorenaufdiesemchromosomalenAbschnittkodiert.DasMegaplasmidausEPEC






Essollten indieserArbeit neueVirulenzfaktorenausEHEC identifiziert, charakterisiert und in
derRegulationihrerExpressionuntersuchtwerden.AlsAusgangsstammwurdeEHECEDL933
(Serotyp O157:H7) gewählt, der als Referenzstamm für EHEC gilt. Daneben wurden zu
Vergleichszwecken andereEHEC-undSTEC-Stämme verwendet,wobei aufGrund der hohen
SekretionseffizienzderSTEC-Stamm413.89-1einebesondereStellungeinnahm.
1.  OptimierungderInfektionsbedingungen
Die zuBeginnderArbeit verfügbarenBeschreibungen fürVersuchsbedingungen zur Infektion
von Epithelzellen mit EPEC erwiesen sich nurwenig geeignet für Infektionen mit EHEC, bei
denennebenqualitativenauchquantitativeAnalysendurchgeführtwerdensollten.Daherwurden
dieBedingungenderartoptimiert,dasseinemöglichstgroßeAnzahl adhärenterBakterien nach




DieAdhärenzund InvasivitätvonEHECEDL933wurden imVerlaufe dieserArbeit durch die
Veränderung der Anzuchtbedingungen deutlich gesteigert. Aber auch der Wechsel der
eukaryontischenWirtszellen vonHEp-2 undHeLa auf eineHeLa-Zelllinie, die vonGarcia-del
Portillo zur Verfügung gestellt worden war, resultierte in einer deutlich besseren
Infektionseffizienz. Tatsächlich wurden vonMcKee und O'Brien (McKee und O'Brien, 1995)
bedeutende Unterschiede bezüglich der Adhärenz und Invasivität verschiedener pathogener E.
coli,soauchEHECEDL933,beiverschiedenenZelllinienverzeichnet.ImRahmendieserArbeit
konnten die Infektionsbedingungen für EHEC EDL933 an HeLa-Zellen so verbessert werden,
dass eine Steigerung der Infektionseffizienz von ursprünglich durchschnittlich 20 EHEC
EDL933/HeLa-Zelleinnerhalbvon6hInfektionsdaueraufbiszu90EHECEDL933/HeLa-Zelle






Abb. 6: Infektion von EHEC EDL933 auf HeLa-Zellen und Pedestal-Bildung. (A)
RasterelektronenmikroskopischeAufnahmeEHECEDL933 infizierterHeLa-Zellennach4h Infektion. (B)
Parallel wurde in einer immunfluoreszenzmikroskopischen Analyse EHEC EDL933 mittels AS-anti-O157
und TRITC, Aktin mit FITC gekoppeltem Phalloidin markiert. (C) EHEC EDL933 zeigte unter den
Bedingungen eines geringenMOI und häufigenWaschens eine verstärkteBildung von Pedestals (der Pfeil





adhärenter Bakterien umso erfolgreicher, je weniger Bakterien auf der Oberfläche der Wirtszellen
vorhanden waren. (D) EHEC EDL933 wurde mittels AS-anti-O157 und TRITC, Aktin mit FITC
gekoppeltemPhalloidinmarkiert(derPfeildemonstriertAktinenthaltendePedestals).
Eswargezeigtworden,dassEHECinZellkulturmediumbei37°CvermehrtProteinesekretiert,
die für die Infektion mit eukaryontischen Wirtszellen notwendig sind. Daher wurden für die
'Aktivierung'vonEHECEDL933füreineInfektionzunächstdieBakterienüberNachtinLBbei
37°C angezogen. Die Induktion der Sekretion von Proteinen erfolgte dann durch die
ÜberführungderBakterien in Zellkulturmediummit 25-100mMHEPES,wobei das Inokulum
1:20 verdünnt wurde. Nach 3 h Wachstum bei 37°C in 5% CO 2 ohne Schütteln wurde ein
Aliquot dieser Suspension für die Infektion eingesetzt. Das notwendige Vermeiden von
Scherkräften während der 'Aktivierungsphase' erklärt sich aus dem Erhalt von
Oberflächenstrukturen,wiein4.7.nähererläutertwird.
1.2.  InvasivitätvonEHECEDL933undEinflussvonFCSaufdieInvasion
Das Invasionsverhalten vonEHECEDL933 ist umstritten.Oelschlaeger et al. (Oelschlaeger et
al. 1994) zeigten 1994 das invasive Verhalten von EHEC EDL933 in T24 und HCT-8-Zellen
auf,währendMcKee undO'Brien (McKee und O'Brien, 1995) demwidersetzten, dass EHEC
EDL933 nicht invasiver sei als nicht-pathogene E. coli  der normalen Darmflora. Allerdings
verwendeten McKee und O'Brien Bakterien in der stationären Phase als Inokulum, was sich
deutlich von den 'aktivierten' Bakterien (s. 1.1.) unterscheidet. In dieser Arbeit wurde die
Invasivität vonEHECEDL933nach 3 h Infektion vonHeLa-Zellenmit 'aktivierten' Bakterien
auf etwa 0,2% intrazelluläre Bakterien/CFU des Inokulums ermittelt. Diese Größenordnung
entspricht ungefähr der durch McKee et al. bestimmten Invasionsrate und darf als schwach
invasiv eingestuft werden. Neben den quantitativen Untersuchungen belegten auch
elektronenmikroskopische Analysen, dass EHEC EDL933 durchaus in der Lage war, HeLa-
Zellenzuinvadieren(s.Abb.7).
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Abb. 7: Invasion von EHEC EDL933 in HeLa-Zellen. (A) Intrazelluläre Bakterien waren durch
Ultradünnschnitte und transmissionselektronenmikroskopische Analyse detektierbar. Der dünne Pfeil
verweistaufeinPedestaleinesadhärentenBakteriums,derdickePfeilindizierteinintrazelluläresBakterium
in einem vakuolaren Kompartiment. (B) Die HeLa-Zellen waren bisweilen massiv invadiert und
intrazelluläreBakterienschienensichauchfreiimzellulärenCytosolzubefinden.
EskonntenzweiTypenderInvasionfestgestelltwerden.DerhäufigerbeobachteteMechanismus
zeigteÄhnlichkeitenzum membraneruffling  (s.Abb.8,D),wiedies für Salmonella bekannt ist
(Takeuchi,1967).MitdiesemEreignisgingdieStimulierungvonMikrovilli einher,welchedie
Bakterienz.T.sostarkumschlungen,dassdieseinderrasterelektronenmikroskopischenAnalyse




wederdem membraneruffling nochdem zipperMechanismus.VielmehrschienendieBakterien
direktdurcheinePoreindieeukaryontischenZelleneinzudringen(s.Abb.8,E).
Abb.8:MechanismenderInvasionvonEHECEDL933.DieInfektionvonHeLa-ZellenmitEHECEDL933
führte zur starken Bildung von Mikrovilli (A), die an die Bakterien anhafteten (B und C). Invadierende




muß natürlich betont werden, dass FCS ein biologisches Material, das sich in seiner
ZusammensetzungvonChargezuChargeerheblichvariierenkann(LindlundBauer,1994).Um
etwaige Auswirkungen von FCS in der Invasion von EHEC EDL933 in HeLa-Zellen zu
untersuchen, wurden Infektionen mit und ohne Zusatz von FCS zum Zellkulturmedium








Zellkulturmedium eine etwa 60%ige Verminderung der Invasionsrate (s. Abb. 9).
HitzeinaktiviertesFCShingegen reduzierte dieAnzahl derKolonie bildendenEinheiten (CFU)
nachGentamicin-Behandlungumetwa40%imVergleichzumWildtyp.Esistzuvermuten,dass
FCS aktivesKomplement und spezifischeAntikörper gegen STEC-Epitope enthält, da in etwa
80%desViehbestandesSTECnachgewiesenwerdenkonnten(s.Einleitung).DieKonservierung
derPathogenitätsinselLEEund in denmeistenFällen desMegaplasmids legen dieVermutung
nahe, dass bereits der Kälberfötus mit spezifischen Faktoren des Immunsystems gegen STEC
geschützt ist und diese Faktoren innerhalb der STEC/EHEC-Gruppe kreuzreaktiv sind. Dass
STEC 413.89-1-spezifische monoklonale Antikörper neben Proteinen aus anderen STEC auch
mit den homologen Proteinen aus EPEC E2348/69 kreuzreagieren können, wurde im Rahmen
dieser Arbeit beobachtet (Ebel et al., 1996; diese Arbeit, nicht gezeigt). Der Effekt durch
hitzeinaktiviertesFCS,indemdasKomplementinaktivvorliegt,lässtsichmöglicherweisedurch
vorhandeneAntikörpererklären,dieeineAdhäsionvermindern.

































































2h 4h 6h 8h 24h
2,3x103 3,8x103 2,6x103 2,7x103 9,3x101
CFUEHECEDL933 ohneFCS(:= 100%)
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demIntiminkodierenden eaeA unddemfürdassekretierteProteinEspBkodierendenGen espB
indenDatenbankenlediglichdieNukleotidsequenzenvon eaeA ausEPECE2349/69undEHEC
EDL933 sowie die Sequenz von espB  aus EPEC E2348/69 ( espBEPEC E2348/69 ) erhältlich. Das
eaeA Genkodiertfürdas94kDabzw.97kDagroßeIntimin,einProteinderäußerenMembran,
das fürdieengeAnhaftungderBakterienandieWirtszellen verantwortlich ist (YuundKaper,
1992; Jerse et al. 1990; Beebakhee et al. 1992); s. Einleitung). In EPEC liegt etwa 4,4 kb
downstream von eaeA  dasGen espB  ( eaeB), das von den Bakterien in dasMedium sekretiert
wirdund fürdenA/E-Phänotypsowie fürdieSignaltransduktion indeneukaryontischenZellen
(mit)verantwortlichist(Foubisteretal.1994;Donnenbergetal.1993b).EspBwirdüberdasTyp
III Sekretionssystem insMediumausgeschleust (Jarvis et al. 1995), das u.a. von den ebenfalls
chromosomal kodierten Proteinen EscV, EscN,EscC und EscJ (SepA-D) etabliertwird. Diese
ProteinezeigenHomologienzuKomponentenausdenTypIIISekretionssystemenvon Yersinia,
Shigella, Salmonella und pflanzenpathogenen Gram-negativen Bakterien (van Gijsegem et al.
1993;SalmondundReeves,1993;Russel,1994; Jarviset al.1995),derenkodierendeBereiche
aufPathogenitätsinselnoderVirulenzplasmidenlokalisiertsind.McDanieletal.(McDanieletal.
1995) wiesen nach, dass alle intestinalen Pathogene, die A/E-Effekte verursachen, eine große
chromosomalePathogenitätsinselLEE( locusofe nterocytee ffacement)enthalten,aufdenendie
FaktorendesTypIIISekretionssystemssowieIntiminundEspBkodiertvorliegen.
Zwischen eaeA  und espB  liegendeGenewaren ad dato unbekannt, aber eswar aufGrund der
Lage innerhalb eines offensichtlich weit verbreiteten konservierten LEE zu erwarten, dass
Operatoren in diesemAbschnitt eine bedeutende Aufgabe in der Pathogenität der Organismen
einnehmen.Daher sollte zunächst dasGen espB  aus EHECEDL933 kloniert, sequenziert und
dessenHomologienzubekanntenSequenzengeklärtwerden,umeineBasis fürdieKlonierung
derunbekanntenSequenzzwischen eaeA und espB zuerhalten.
2.1.  KlonierungundSequenzierungvon espB ausSTEC
DieN-terminaleAminosäuresequenzdesProteinsEspBausSTEC413.89-1warvonEbeletal.
bei der Analyse sekretierter Proteine von STEC determiniert worden. Der hiervon abgeleitete
und in Anlehnung an die Nukleotidsequenz espB  aus EPEC E2348/69 konstruierte Primer
ANK6556 fürden5'-BereichdesGenssowiedervonder espBEPECE2348/69 -Sequenzhergeleitete
PrimerANK6377 fürden3'-BereichdesGensermöglichten ineinerKolonie-PCR(k-PCR)mit
EHECEDL933dieAmplifikationvon espB  ( espBEDL933).Gleichermaßenwurde espB ausSTEC
413.89-1 ( espBSTEC 413.89-1 ) amplifiziert. Die PCR-Produktewurden in pCR II kloniert undmit
Vektor-Primernsequenziert.DieNukleotidsequenzenwurdenimLaufederArbeitdurchweitere
PCR-AmplifikationenundSequenzierungenbestätigt. espBEDL933und espBSTEC 413.89-1  kodierten
für ORFs von 312 bzw. 314 Aminosäuren. Für die Proteine EspB EDL933 und EspB STEC 413.89-1
wurdentheoretischeMolekulargewichtevon32645bzw.33206DaundpI-Wertevon5,33bzw.
5,41 ermittelt. Die Topologie- und Transmembranvorhersagen mittels PSORT (Nakai und
Kanehisa,1991)undTopPred(ClarosundvonHeijne,1994)ergaben,dassessichbeiEspBder
STEC-Stämme mit einer Wahrscheinlichkeit von P = 0,225 um putative integrale
Membranproteine mit ein bis drei membrandurchspannenden Segmenten handelte. Die
TopologievorhersageinBezugaufeinemöglicheLokalisation indereukaryontischenMembran
hingegen ergab eine Wahrscheinlichkeit von P = 0,65. Coiled-coil  Vorhersagen nach dem
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AlgorithmusvonLupasetal.(Lupasetal.1991)miteinemSequenzfenstervon28aaergabenfür
EspBEDL933 zwei Strukturen bei Q 67 – L 100 (Ausschlussgrenze 0,5) und E 145 – A 172
(Ausschlussgrenze 0,4). Im Vergleich hierzu wies EspB EPEC nur eine coiled-coil  Domäne von
I187 – A 216 (Ausschlussgrenze 0,4) auf. Coiled-coil  Strukturen ermöglichen Protein-Protein-
Interaktionen zur Bildung von Homo- oder Heteromultimeren (Pallen et al. 1997). Diese
Multimerisierungen spielen eineRolle bei der Bildung von hochmolekularen Proteinstrukturen
wiez.B.FlagellenoderPili,und/odersieermöglichenkleinereoligomereKomplexe,wiesiefür
dieProteintranslokationbenötigtwerden(Pallenetal.1997).
EspBEDL933undEspB STEC413.89-1  enthalten nachAnalyse derSequenzendurch denAlgorithmus
PSORT (Nakai und Kanehisa, 1991) keine N-terminale Signal-Sequenz. Die
AminosäuresequenzenderbeidenSTEC-StämmewiesenbeieinemVergleichmitHilfedesgap-
Algorithmus (GCG) eine Similarität von 84% auf, zwischen EspB EDL933 und EspB EPEC E2348/69
eineSimilaritätvon77%undzwischenEspB STEC413.89-1 undEspB EPECE2348/69 76,9%.InAbb.10
wird ein Vergleich der aus den Nukleotidsequenzen ermittelten Aminosäuresequenzen mit
EspBEPEC E2348/69  gezeigt. Ein von Donnenberg et al. (Donnenberg et al. 1993b) in EspB EPEC
E2348/69 beschriebener mit 18 Serin- und Threonin-Resten in 38 Aminosäuren ungewöhnlich
Ser/Thr-reicherAbschnitt imN-terminalenBereich derAminosäuresequenz konnte für die aus
STECermitteltenSequenzennichtbestätigtwerden(s.'Serin/Threonin'-KasteninAbb.10).Eine
potentielle für Aminotransferasen typische Pyridoxal-Phosphat-Bindungsstelle in der
Aminosäuresequenz von EspB EDL933 (Ala 135 - Ser 144) zeigte hingegen nur zwei Abweichungen
vonderKonsensussequenzdesMotivs(s.'PP-B'-KasteninAbb.10).










Pyridoxal-Phophat-Bindungsstelle sind im Kasten 'PP-B' farbig unterlegt. Ein im Vergleich zur
AminosäuresequenzausEPECE2348/69deletierterBereichistimKasten'Deletion'indiziert.(B) Coiled-coil
Strukturen der Aminosäuresequenz EspB EDL933 wurden nach der Methode von Lupas et al. (Lupas et al.
1991) vorhergesagt. Die X-Achse gibt die Aminosäure-Position an, die Y-Achse die Wahrscheinlichkeit P
einer coiled-coil-Struktur. Die Berechnungen wurden für die drei Aminosäure-Längen 14, 21 und 28
durchgeführtundwerdenals windows14,21 bzw. 28 farbigmarkiert.
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Die Recherche in verschiedenen Datenbanken ergab signifikante Homologien zu den
VirulenzproteinenYopB(24%Similarität)aus Yersinia undSipB(39%Similarität) Salmonella
(s. Tab. 15). YopB und SipB sind Virulenzfaktoren, die über das Typ III Sekretionssystem
sekretiertwerden(Galán,1996;vanGijsegemetal.1993;Hakanssonetal.1996b).SipBwirdin
das Cytoplasma der Wirtszelle translokiert, wo es wahrscheinlich eine noch nicht definierte
Effektorrolle innehat (CollazoundGalán,1997).YopBwurdeeingehendcharakterisiert;dieses
Protein wird in die Cytoplasmamembran der Wirtszelle integriert und fungiert zusammen mit
YopD, das in das Cytoplasma der eukaryontischen Zelle translokiertwird, als Translokase für
andere Effektorproteine aus Yersinia, wie YopE oder YpkA (Hakansson et al. 1996a; Francis
undWolf-Watz,1998;CornelisundWolf-Watz,1997).HomologienzuweiterenProteinensind
ebenfallsinTab.15aufgeführt.
2.2.  ÜberexpressioneinesHis'-'EspB EDL933-Fusionproduktes
Funktion und Lokalisation von EspB EDL933 waren zu Beginn der Dissertation nicht bekannt.
Daher sollte durch Überexpression und Aufreinigung von EspB EDL933 mit Hilfe des
QIAexpressionist-Systems(Qiagen)eineausreichendeMengeanProteingewonnenwerden,um
StudienwiedieKopplunganLatexBeadsundnachfolgendeBindungsstudienoderanalogzum
homologen Protein YopB aus Yersinia  die porenbildende Eigenschaften des Proteins zu
untersuchen.DieKlonierungvon espBEDL933 erfolgtenacherfolgreicherAmplifikationdesGens
durch k-PCR mit den Primern ANK6556/ANK6377 zunächst in pCR2.1 (pANK214). Die
Übereinstimmung derNukleotidsequenzmit derWildtypsequenz wurdemittels Sequenzierung
beider Stränge bestätigt. Danach wurde espBEDL933 mit BamHI und KpnI aus pANK214
geschnitten, in pQE30 ligiert und in E. coli  M15[pRep4] transformiert (AKSK227). Die
Expression des resultierenden His'-'EspB EDL933-Fusionproduktes wurde durch die Analyse von
1,5ml-Kulturenausnicht induzierenden(30°Cohne IPTG)und induzierenden (30°Cmit2mM
IPTG)Bedingungenbestätigt(s.Abb.11).DasüberexprimierteFusionsproteinkonntehierbei in
der löslichen Fraktion nachgewiesen werden. Somit war die native Aufreinigung des His'-
'EspBEDL933-Fusionsproteins möglich. Die Überexpression von His'-'EspB EDL933 im großen
Maßstab erfolgte gemäß dem Protokoll desHerstellers.Das Zellpelletwurdemit einer French
Press aufgeschlossen und über eine Ni-NTA-Säule aufgereinigt. Hierbei wurde ein
Stufengradient mit steigender Imidazol-Konzentration (0 mM, 20 mM, 60 mM, 250 mM)
angewandt. Vorversuche hatten ergeben, dass das Fusionsprotein ab einer Imidazol-
Konzentration von ca. 60 mM schleppend eluierte. Um eine möglichst konzentrierte
Proteinlösungzuerhalten,wurdendaher60mMImidazolals letzteWaschlösungeingesetztund
die Elution wurde mit einer drastischen Erhöhung auf 250 mM Imidazol initiiert. Die
ProteinlösungnachderDialysegegen1xPBSenthielt ingeringemMaßeDegradationsprodukte,
wobei darauf zu verweisen ist, dass derKulturüberstanddesWildtyps ebenfalls eine verkürzte
FormvonEspBaufweist(Ebeletal.1996).
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Abb. 11: Überexpression von EspB EDL933. espBEDL933 wurde in den
Überexpressionsvektor pQE30 kloniert und als His'-'EspB EDL933
Fusionsprodukt überexprimiert. Die Aufreinigung erfolgte wie in 2.2.
beschrieben. Aliquots wurden in einem SDS-PAGE aufgetrennt und
Coomassie gefärbt. (M) Molekularer Standard, die Pfeile indizieren die
angegeben Molekulargewichte; (A) Rohextrakt der überexprimierten
Kultur; (B) aufgereinigtes His'-'EspB EDL933 Fusionsprodukt nach Dialyse
gegenPBS.
3.  KlonierungundSequenzierungderLEE-Sequenzzwischen eaeA und espB
ausEHECEDL933
InVeröffentlichungenüberaddatobekannteGenlociausdemLEEvonEPECE2348/69wurde
gezeigt, dass zwischen dem für Intimin kodierenden eaeA  und dem für das sekretierte Protein
EspB kodierenden espB  eine etwa 4,4 kb große Nukleotidsequenz vorhanden war, dessen
genetischer Inhalt unbekannt war (McDaniel et al. 1995). Die Lokalisation dieses Bereiches
innerhalbderPathogenitätsinsel ließjedochdieVermutungzu,dassdarinkodierteORFsfürdie
Virulenz notwendige Genprodukte enthalten konnten. Die erfolgreiche Sequenzierung von
espBEDL933 und die in der Datenbank zugängliche Nukleotidsequenz von eaeA  aus EHEC
EDL933 ( acc. no.  Z11541) lieferten gute Voraussetzungen für die Klonierung und
Sequenzierung des Nukleotidsequenzbereichs zwischen eaeA und espBEDL933. Hierzu wurden
parallel zweiVersuchsansätze verfolgt,wobeiwegen der großen Kompetition auf demGebiet
von EPEC und STEC und damit der Notwendigkeit zur raschen Analyse der schnellere Weg




3.1.  PCR-AmplifikationderIR EDL933-Sequenz
Die Amplifikation der Nukleotidsequenz zwischen eaeA  und espB  aus EHEC EDL933, im
weiterenals IR EDL933bezeichnet, erfolgtemitHilfedesExpandHighFidelity (EHF)PCRKits,
dessenPwoDNA-PolymeraseübereingutesProofreadingverfügt.Als eaeA spezifischerPrimer
wurde der von Gannon et al. veröffentlichte Primer AE19 (Gannon et al. 1993), als espB









verwendet. Erst nach Verwendung von 2,5 mM Mg 2+ und Zugabe von DMSO, welches
bekanntlich die Sekundärstruktur von Nukleotidsequenzen aufzuheben vermag, in den
ReaktionsansatzkonnteerfolgreicheinePCR-AmplifikationdesgewünschtenBereichesaufder
Basis von isolierter chromosomaler DNA durchgeführt werden. Die PCR wurde in parallelen
Ansätzen mehrfach durchgeführt und die erhaltenen PCR-Produkte in pCRII kloniert. Ein als



















Abb. 12: PCR-Amplifikation von IR EDL933. Unter den in Tab. 14 aufgeführten
Bedingungenmit Zusatz von 2,5mMMg + und 1/50 Volumen DMSO erfolgte die
Amplifikation der chromosomalen Nukleotidsequenz von der Position 1959 aus
eaeA  ( acc. no.  Z11541) bis zur Position 263aus espBEDL933 ( acc. no. Y96953).Das
PCR-Produkt wies eine Größe von 5651 bp auf. (M) Größenstandard; (1) PCR-
Produkt.DieausdemGelablesbareungefähreGrößedesPCR-Produktesistdurch
einenPfeilangegeben.
3.2.  UnidirektionaleVerkürzungundSequenzierungvonIR EDL933
Auf Grund der Größe von IR EDL933 von 5651 bp war eine Sequenzierung allein anhand der
vorhandenen Vektor- und PCR-Primer nicht möglich. Die "Primer-hopping" Methode von
Strausset al. (1986)wärezu zeit- und kostenintensiv gewesen, und sowurde dieMethode der
unidirektionalen Verkürzung nach Henikoff (Henikoff, 1984) mit Hilfe des double-stranded
Nested Deletion Kits gewählt. Hierzu war zunächst die Wahl von Paaren geeigneter
Restriktionsenzyme notwendig. Die Aktivität des Restriktionsenzym-Paares sollte möglichst
innerhalbderMCSvonpCRIIaufdergleichenSeiterelativzumInsertverzeichnetsein, jedoch
nicht in IR EDL933 schneiden und zudem die Eigenschaft besitzen, dass die aus dem Verdau











Zunächst wurden Restriktionskarten für pANK84 für verschiedene Restriktionsenzyme als
VorversuchzurAuffindunggeeignetschneidenderRestriktionspaareangelegt.DieWahl fürdie
Restriktion und anschließende unidirektionale Verkürzung fiel schließlich auf die
Restriktionsenzympaare ApaI/NotI (mit ExoIII sensitiver NotI-Seite) und BamHI/KpnI (mit
ExoIII sensitiver BamHI-Seite). Nach erfolgter unidirektionaler Verkürzung von Aliquots von
pANK84 erfolgten die Evaluierung geeigneter Deletionen mittels Gelelektrophorese und
anschließend die Religation und Transformation der Fragmente in E. coli  XL1Blue, die einen
intaktenVektor und eine verkürzte IR EDL933-Sequenz enthielten.Aus dieserDeletionsbank von
IREDL933wurdengeeigneteKloneeinerPlasmidpräparationunterzogenunddiePlasmidemitden
entsprechendenVektorprimernsequenziert.Lücken in derSequenzierungbeiderDNA-Stränge,
die aus dem Fehlen geeigneter Deletionsklone resultierten, wurden durch die Verwendung
zusätzlicherPrimerinderSequenzierungvonpANK84geschlossen.Somitkonntelückenlosdie
gesamteNukleotidsequenzvonIR EDL933doppelsträngigbestimmtwerden(s.Abb.13).
Die in IR EDL933 gefundenenORFswerden in Abb. 13 ohne das unmittelbar upstream liegende
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Abb. 13: Nukleotidsequenz und ORF-Karte von IR EDL933. Die Nukleotidsequenz zwischen eaeA  und
einschließlich espB  aus EHEC EDL933 wurde durch PCR-Amplifikationen,Klonierungen, unidirektionale
Verkürzungen und Sequenzierungen ermittelt. (A) Dargestellt sind die Nukleotidsequenz downstream des
Stopcodons von eaeA , die vorhergesagtenGene pasEDL933, sepLEDL933, espAEDL933, espDEDL933 und espBEDL933
mit der translatierten Aminosäuresequenz im Einbuchstabencode unterhalb der Nukleotidsequenz.
Startcodonssindfettgedruckt,StopcodonsalsSterneindertranslatiertenAminosäuresequenzeingezeichnet,
potentielle ribosomaleBindungsstellen sind unterstrichen und ein rho-unabhängiger Terminator 12-44 bp
downstreamvomStopcodonvon eaeA  eingerahmt. (B)SchematischeDarstellungderORFsund Indikation
derzugehörigenvorhergesagtenMolekulargewichteundpI-Werte.
3.3.  SequenzvergleichederinIR EDL933 kodiertenAminosäuresequenzen
DieHomologien der einzelnenORFs aus IR EDL933mit Proteinen andererMikroorganismen auf
derEbeneder translatiertenAminosäuresequenzen inTab. 15wurdenmitHilfe der imKapitel
MaterialundMethodenangegebenenAlgorithmen(s.0.)undderaktuellenDatenbanken(Stand
Januar 1999) sowie von Übersichtsartikeln (van Gijsegem et al. 1993; Hueck, 1998)
zusammengestellt.Zuvermerken ist, dass viele der hier angegebenenSequenzen erst imLaufe
dieserDissertationveröffentlichtwordensind.
Tab.15:HomologienzuGen-ProduktenderIR EDL933-Sequenz
Protein Organismus %Identität %Similarität aa accessionno.
Pas STEC413.89-1 97 98 406 Y13859
EscD EPECE2348/69 97 97 406 AF022236
s SsaD Salmonellatyphimurium 23 36 339 AJ224892*
a PscD Pseudomonasaeruginosa 22 40 289 U56077
P YscD Yersiniapestis 21 40 419 M83225
YscD Yersiniaenterolitica 21 39 418 Q01245
hemU-1 Archaeoglobusfulgidus 40 65 35 AE001075
FhuB Rhizobiumleguminosarum 50 62 32 AJ007906
SepL EPECE2348/69 94 98 351 AF022236
SepL STEC413.89-1 93 95 351 Y13859
L SepL REPECB10 92 95 166 AF054421 *
p SsaL Salmonellatyphimurium 27 46 327 P74854+
e DnaK Leptospirainterrogans 30 49 93 P71442 +
S Smc1 Methonococcusjannaschii 28 50 117 A64505 #
FliD Borreliaburgdorferi 22 41 305 AE001126
M-Protein Streptococcuspyogenes 25 43 87 AF052425
NisB Lactococcuslactis 22 42 195 P20103 +
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EspA STEC413.89-1 85 88 192 Y13859
EspA EPECE2348/69 80 89 192 AJ022236
EspA RDEC-1(Kanninchen) 85 94 192 U80908
EspA EPECO128:H2(Vogel) 84 93 192 AJ225021
A EspA EPECO119:H2(Vogel) 84 94 192 AJ225015
p EspA EPECO111:H2(Vogel) 84 93 192 AJ225018
s EspA EPEC1390(Schwein) 84 94 191 AF064683
E SseB Salmonellatyphimurium 32 51 131 AF020808
SAP Campylobacterfetus 21 42 193 L15800
YepTM Yersiniaenterolitica 25 42 129 L33467
FliC Salmonellacholeraesuis 23 42 124 S09637
FliC Salmonellatyphimurium 27 49 99 L21912
EspD EHECEDL933 99 99 374 AF071034
EspD STEC413.89-1 74 84 380 Y13859
EspD EPECE2348/69 73 82 380 AF022236
EspD DA-EPEC-3431O8:H - 85 90 380 Y17874
D EspD DA-EPEC-B6O26:K60 73 84 380 Y17875
p IpaB Shigelladysentery 22 39 298 Q03945+
s IpaB Shigellaflexneri 22 39 298 P18011+
E PepB Pseudomonasaeruginosa 23 44 242 AF035922
SipB Salmonellatyphimurium SPI1 22 42 307 U25631
SipB Salmonellatyphi SPI1 22 42 307 X82670
SseC Salmonellatyphimurium SPI2 26 48 102 AF020808
YopB Yersiniaenterolitica 24 40 337 P37131 +
YopB Yersiniapestis 25 42 335 AF053946
EspB EHECEDL933 99 99 312 AF071034
EspB STEC413.89-1 70 82 317 Y13859
EspB EPECE2348/69 61 77 321 AF022236
EspB EPEC1390(Schwein) 70 82 317 AF064683
EspB EPEC85/150 70 83 303 AF059713
B EspB EPEC4221(Hund) 59 75 321 U65681
p SipB Salmonellatyphimurium SPI1 22 39 263 U25631
s SipB Salmonellatyphi SPI1 22 39 263 X82670
E McpC Salmonellatyphimurium 21 40 234 Q02755 +
YopB Yersiniaenterolitica 17 24 406 P37131 +

















Im Laufe der Arbeiten mit der IR EDL933-Sequenz und der Herstellung von Deletionsmutanten
wurdevonKennyetal.dasProteinEspAausEPECE2348/69vorgestellt,dasüberdenTypIII
SekretionsmechanismussekretiertwurdeunddessenDeletionzueinerMinderungderAdhäsion
vonEPEC an eukaryontische Zellen führte (Kenny et al. 1996).Die Fortführung derArbeiten
anEspAausEHECEDL933solltezurAufklärungderBedeutungdiesesProteinssowiezueiner
ZuordnungeinermöglichenFunktionimPathogenitätsprozessvonEHECbeitragen.
4.1.  Sequenzanalysevon espAEDL933
DieLagevon espAEDL933innerhalbderIR EDL933-SequenzwirdinAbb.13dargestellt.EspA EDL933
weist 88% bzw. 94,8% Identität zurAminosäuresequenz von EspA aus EPEC E2348/69 bzw.
STEC 413.89-1 auf. Die Homologien zu EspA aus anderen pathogenen E. coli  sowie zu
Proteinen andererBakterien sind inTab. 15 aufgeführt.Die Analyse ergab für die 192 aa von
EspAEDL933 ein theoretisches Molekulargewicht von 20574 Da, einen pI von 4,78 und eine
TransmembranvorhersagevonzweiputativenmembrandurchspannendenRegionen(aa3-23und
aa 37-57), die jedoch als nicht sicher zu bewerten sind. Dagegen zeigen auf eukaryontische
Systeme abgestimmteVorhersagen der TopologieWahrscheinlichkeiten von P = 0,370 für die
mitochondrialeinnereundäußereMembransowieP=0,681fürdiemitochondrialeMatrix.Wie
EspBEDL933 besitzt EspA EDL933 keine N-terminale Signalsequenz und bestätigt somit die
Feststellung, dass das sekretierte Protein EspA aus STEC das Methionin des Startcodons
beibehältundüberdasTypIIISekretionssystemausgeschleustwird (Ebelet al.1996).Wie für
EspAEPECE2348/69 beschrieben(Kennyetal.1996),istderN-TerminusvonEspA EDL933durcheine
Threonin-undSerin-reicheAminosäuresequenz(11derersten20Aminosäuren)charakterisiert.
Die vorhergesagteAminosäuresequenz von EspA EDL933 zeigt im Bereich von Arg 140 bis Thr 184
eine coiled-coil Domäne,diemiteinemMotivausFlagellin-MolekülenverschiedenerBakterien
signifikanteHomologienaufweist.Eswirdvermutet,dassdiesesFlagellinspezifischeMotiv für
die Multimerisierung der Proteinmoleküle verantwortlich ist (Lupas et al. 1991). Tatsächlich
konnten für EspA aus STEC 413.89-1 multimere Formen nachgewiesen werden (Ebel et al.
1998).
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Abb. 14:Konservierung eines coiled-coilMotivs in espAEDL933. (A) Sequenzvergleiche zeigten auf, dass ein
konservierter Bereich in den bekannten E spA-Sequenzen sowie in verschiedenen Flagellin-Sequenzen
vorhanden ist, woraus sich eineKonsensussequenz extrahieren ließ. EspA EDL933, EHECEDL933;EspA STEC
413, STEC 413.89-1; EspA EPEC, EPEC E2348/69; FliC SALCH, Salmonella choleraesuis; FliC SATM, Salmonella
typhimurium;FliC SHISO, Shigellasonnei ;YetM YEREN, Y ersiniaenterolitica .(B)DieVorhersagevon coiled-coil
Strukturen inderAminosäuresequenzvonEspA EDL933 ergabeindeutlichesSignal fürdenBereich zwischen
A140 und T 185. Diese Domäne stimmt mit dem gefundenen konservierten Bereich der Flagelline überein.
Coiled-coil StrukturenwurdenmitHilfedesAlgorithmusvonLupasetal. (Lupasetal.1991)vorhergesagt.
Die X-Achse gibt die Aminosäure-Position an, die Y-Achse die Wahrscheinlichkeit P einer coiled-coil-
Struktur. Die Berechnungen wurden für die drei Aminosäure-Längen 14, 21 und 28 durchgeführt und
werdenals windows14,21 bzw. 28 farbigmarkiert.
4.2.  Konstruktioneiner in-frameDeletionsmutantevon espAEDL933
Kennyetal.konntenzeigen,dasseineDeletionsmutantevon espA  inEPECE2348/69 zwar an
eukaryontische Zellen zu adhärieren vermochte, die für die Bildung von Aktin enthaltenden
PedestalsnotwendigeSignaltransduktionjedochunterbundenwar(Kennyetal.1996).AuchAbe
etal.fandenannicht-polarenStopcodon-Mutanten,dass espA  fürdieAdhärenzvonRDEC-1an
HeLa-Zellen nicht notwendigwar (Abe et al. 1997).BeideUntersuchungen ließen jedoch eine
exakte Funktion für EspA offen.Daher sollte die Bedeutung von EspA EDL933 für die Infektion
von EHEC EDL933 an HeLa-Zellen und eventuell eine genauere Funktion durch die
Konstruktioneiner in-frameDeletionsmutantebestimmtwerden.Hierzuwurdenzunächstdurch
k-PCR von EHEC EDL933 mit den Primer-Paaren ANK9188/ANK9187 bzw.
ANK9186/ANK9185 zwei Fragmente amplifiziert, derenAmplifikationsprodukt aus einerOE-
PCR mit den Primern ANK9188 und ANK9185 ein Deletionsprodukt von espAEDL933
(∆espAEDL933)ergab. ∆espAEDL933enthieltdieersten63bpdes5'-Endesunddieletzten66bpdes
3'-Endesvon espAEDL933(s.Abb.15).Somitwurden450bpvon espAEDL933 deletiert. ∆espAEDL933
wurde in pCR2.1 (pANK82) kloniert und durch Sequenzierung auf die Richtigkeit der
EspAEDL933 140 AAISAKANNLTTVVNNSQLEIQQMSNTLNLLTSARSDIQSLQYRT 184
EspASTEC413 140 AAISAKSNNLTTVVNNSQLEIQQMSNTLNLLTSARSDVQSLQYRT 184
EspAEPEC 140 AAISAKANNLTTTVNNSQLEIQQMSNTLNLLTSARSDMQSLQYRT 184
FliCSALCH 410 AQVDALRSDLGAVQNRFNSAITNLGNTVNNLSSARSRIEDSDYAT 454
FliCSATM 410 AQVDALRSDLGAVQNRFNSAITNLGNTVNNLSSARSRIEDSDYAT 454
FliCSHISO 446 AKVDKLRSSLGAVQNRFNSAITNLGNTVNDLSSARSRIEDADYAT 490
YetMYEREN 284LKGLIPAHV LGASQNRFESTITNLNNTVNNLTSARSRIQDADYST 324
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Nukleotidsequenz sowie eines durchgängigen Leserahmens überprüft. ∆espAEDL933 wurde
anschließendals KpnI/XbaI-Fragment inpANK1 ligiert (pANK111)und in E. coli  S17-1( λpir)
transformiert. Der Transfer von pANK111 in EHEC EDL933 erfolgte durch Konjugation bei
30°C.RichtigeTranskonjugandenvonEHECEDL933,diepANK111enthaltensollten,wurden
auf LB-Platten mit Chloramphenicol selektiert und mittels k-PCR auf die Existenz von
espAEDL933 und ∆espAEDL933 durch die Primer ANK9188/ANK9185, desMegaplasmids pO157
durch die Primer EHEC-hly1/EHEC-hly5 sowie auf stx1  und stx2  durch die Primer
ANK8111/ANK8112 und ANK8113/ANK8114 untersucht. Somit ergaben sich genügend
Hinweise auf das Vorliegen von EHEC EDL933 mit pANK111. Die Kointegration des
Plasmides indasChromosomdesrekombinantenEHEC-Stammeswurdedadurcherreicht,dass
vereinzelte Klone bei 44°C auf LB-Medium mit Chloramphenicol angezogen wurden. Das
temperatur-sensitiveReplikondesSuizidvektors pMAK700oriTwird bei 44°C nicht repliziert,
so dass lediglich in das Chromosom integrierte Kopien mit dem Umsatz des Chromosoms
mitrepliziertwerden,Klonemit extrachromosomalen pMAK700oriT-Derivaten gehen dagegen
durchdieSelektionaufChloramphenicolverloren.DieExcisiondesDeletionsplasmideserfolgte
durchdie Inkubationder selektiertenKointegrate in LB-MediumohneZugabe vonAntibiotika
bei 30°C für einen Tag, und anschließend wurden Klone ohne pMAK700oriT-Derivat mittels
Replika-Verfahren(LB-MediummitundohneChloramphenicol)bei30°Cselektiert.DerErhalt
einer in-frame Deletionsmutante von espAEDL933 (EHEC EDL933 ∆espA) wurde durch eine k-
PCRmit den außerhalb des ∆espAEDL933-Konstrukts situiertenPrimernANK25undANKA289
bestätigt.EHECEDL933 ∆espA wieshierbeinureinPCR-ProduktdererwartetenGrößevon934
bpfürdasDeletionsfragmententhaltendeChromosomauf(s.Abb.15).
Abb. 15: SchematischeDarstellung derDeletion von espAEDL933. (A)Gestrichelte Linien im Schema zeigen
deletierteBereichean.(a)Positionvon espA innerhalbderIR EDL933undGrößedesTranslationsprodukts;(b)
Positiondes ausden externenPrimernANK25undANKA289 resultierendenPCR-ProduktsdesWildtyps;
(c) Position der aus den Deletionsprimern resultierenden Deletionsfragmente; (d) Position des deletierten
ORFs und Größe des Translationsprodukts; (e) Position des aus den externen Primern ANK25 und





















4.3.  AnalysedersekretiertenProteinevonEDL933 ∆espA
Zur immunologischen Analyse von EspA EDL933 wurde der von Ebel et al. hergestellte
monoklonaleMaus-AntikörperB71(mAbB71)verwendet.DieserbasiertaufderElektroelution
von EspA nach der Auftrennung sekretierter Proteine von STEC 413.89-1. Die N-terminale
Analyse von EspA STEC 413.89-1  hatte ergeben, dass EspA STEC 413.89-1  nicht prozessiert wurde,
demnachalsoeinKandidatfürdieSekretionmittelsdesTypIIISekretionssystemswar(Ebelet
al.1996).UmdieisogeneDeletionin espAEDL933zuüberprüfen,wurdendiesekretiertenProteine
derMutanteEHECEDL933 ∆espA  einerWesternBlotAnalyseunterzogen.Eszeigte sich,dass
EHEC EDL933 ∆espA kein EspA EDL933, allerdings auch keine durch die Deletion verkürzte
VariantevonEspA EDL933sekretierte(s.Abb.16).DieSekretionderdownstreamvon espAEDL933
kodiertenProteineEspD EDL933undEspB EDL933warenindesnichtunterbunden.
Abb. 16: Sekretions- und Expressionsmuster von EHEC EDL933 ∆espA . Die Überstände 'aktivierter'
Kulturen von EHEC EDL933 (A) bzw. der Deletionsmutante EHECEDL933 ∆espA  (B, D und F) wurden
TCA-gefälltundjeweils30µgProteinineinerSDS-PAGEaufgetrennt.Entsprechendwurdenjeweils30µg
GesamtextraktausEHECEDL933 ∆espA  indenSpurenC,EundGaufgetragen.DieDetektionderProteine
EspAEDL933 (A,BundC),EspD EDL933 (D undE) undEspB EDL933 (F undG) erfolgtemitHilfe der in Tab. 9
angegebenen monoklonalen Antikörper. Die Molekulargewichte der Hauptprodukte sind durch Pfeile
angegeben.
4.4.  AdhärenzundInvasivitätvonEHECEDL933 ∆espA
Um die Auswirkungen des Fehlens von EspA EDL933 während der Infektion von EHEC
EDL933∆espA  mit HeLa-Zellen abzuschätzen, wurden Infektionversuche von EHEC
EDL933∆espA  im Vergleich zum Wildtyp-Stamm durchgeführt. Hierfür wurden in 24-well
PlattenHeLa-Zellen angezogenund in einemMOIvon100:1mit denBakterien infiziert. Jede
Versuchsreihe wurde in mindestens drei parallelen Ansätzen durchgeführt. Die
Plattierungsergebnisse ließen auf die Zahl adhärenter und intrazellulärer Bakterien schließen,
wobeidergeringeAnteil intrazellulärerBakterien in diesemVersuchvernachlässigbarwar. Im
separatenInvasionsversuch, indemdieextrazellulärenBakteriendurchZugabevonGentamicin
abgetötet werden, wurde die tatsächliche Zahl intrazellulärer Bakterien ermittelt. In beiden
VersuchenerwiessichdieEspA EDL933-Mutantein ihrerInfektiösitäterheblichbeeinträchtigt.Im
VergleichzumWildtypadhäriertedieDeletionsmutantemit0,5%vergleichbarschlechtwieder
alsNegativ-Kontrolle eingesetzte E. coli -Stamm XL1Blue. Die Invasivitätmit 8,7% gegenüber
kDaB C D E GAkDa F
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espAEDL933-Mutante EHEC EDL933 ∆espA  (2 und 5) wurden auf ihre Fähigkeiten, an HeLa-Zellen zu
adhärieren (1-3) bzw. HeLa-Zellen zu invadieren (4-6), getestet, wie in II.6.1. beschrieben. Als
Negativkontrolle fürdenInvasionstestwurde E. coli  XL1Blue  (3und6)eingesetzt.DieZahldeterminierter
Kolonie-bildenderEinheiten(CFU)wurdeprozentualzudenermitteltenWertendesWildtypstammsEHEC
EDL933 angegeben. Die Differenzen zwischen der espAEDL933-Mutante und demWildtyp waren statistisch
signifikant( P ≤0,05).
TatsächlichzeigtenGoosneyetal.,dassEPECdiePhagocytosedurchJ774-A1-Zelleninhibierte,
was stark vomTyp III Sekretionssystem und von den sekretierten Proteinen EspA, EspD und
EspB abhängig war. Die Invasion von nicht-phagocytotischen Zellen durch EHEC EDL933
ähnelteeinerMakropinocytose,beiderAktin-beteiligteOberflächenbewegungenzurAufnahme
von Objekten führt. Vorstellbar ist, dass EHEC der Makropinocytose, die durch die enge
Adhäsion und die starke Reorganisation von Aktin ausglöst werden könnte, mittels
antiphagocytotischen Faktoren entgegenwirkt, da ein langfristiges Überleben in der Wirtszelle
scheinbarnichtmöglichist.
4.5.  Immunfluoreszenzmikroskopische Analyse von EHEC EDL933 ∆espA -infizierten
HeLa-Zellen
Die engverbundeneAdhäsion vonEHECEDL933 anHeLa-Zellen istmit der eukaryontischen
Akkumulation von Aktin direkt unterhalb der Bakterien gekoppelt. Phalloidin-FITC gefärbte
infizierte HeLa-Zellen zeigten somit Bereiche starker Färbung direkt unterhalb der meisten
adhärenten Bakterien. Im Gegensatz hierzu konnte für EHEC EDL933 ∆espA nachgewiesen
werden, dass kaum Bakterien an die HeLa-Zellen adhärierten, was die in 4.4. gefundenen







































bewirkten und keine dreidimensionalenMikrokolonien ausbildeten (s.Abb. 18), was in dieser
HinsichtdieBefundederEPEC-undRDEC-1-Mutantenuntermauerte.
Abb. 18: ImmunfluoreszenzmikroskopischeAnalyse derAdhärenz vonEHECEDL933 ∆espA .HeLa-Zellen




Wurden die Infektionsproben weniger stringent gewaschen, so konnten wenige EHEC
EDL933∆espA  auf den HeLa-Zellen detektiert werden. Diese Bakterien induzierten allerdings
keineAktinakkumulation(s.Abb.19).
Abb. 19: EDL933 ∆espA  auf HeLa-Zellen. (A) Die







4.6.  Elektronenmikroskopische Analyse von EHEC EDL933 ∆espA -infizierten HeLa-
Zellen:Charakterisierungvon surfaceappendages
DieEinschränkungvonEHECEDL933 ∆espA, anHeLa-Zellen zu adhärieren,wurde durch die
rasterelektronenmikroskopische Analyse weiter bestätigt. Eine aussagekräftige Änderung der
Morphologiekonntenicht sofortgetroffenwerden,daeinezu geringeAnzahl anBakterien bei
derInfektionmitEHECEDL933 ∆espA vorhandenwar(s.Abb.20).
Abb. 20: Infektion von HeLa-Ze llen mit EHEC EDL933 ∆espA . Die
Infektion von HeLa-Zellenmit EHEC EDL933 ∆espA  erfolgte über 6 h.
Die rasterelektronenmikroskopische Analyse bestätigte die Befunde aus
4.5., dass die in espAEDL933 deletierte Mutante nicht an HeLa-Zellen
adhärierte.
Eswarallerdingsaufgefallen,dassderWildtypEHECEDL933fädigeStrukturenausbildete,die
sowohl Bakterien miteinander verbanden, als auch Bakterien in Verbindung mit den HeLa-
Zellen brachten (s.Abb. 21).Die intermediärenFilamente hatten einenDurchmesser von etwa
30nmundwarendaheretwahalb sodünnwiedieMikrovilli derHeLa-Zellen.Ungefähr 10%
der frei im Medium befindlichen Bakterien standen durch gerade, offensichtlich starre
intermediäreFilamenteinKontakt,wobeiseltenmehralsdreiFilamentedermehrfachenLänge
eines Bakteriums von einer Zelle ausgingen (s. Abb. 21A und B). Manche der Filamente
enthielteneinzelnerundeVerdickungen(s.Abb.21C).DieFilamenteverbandenauchBakterien
mit den eukaryontischen Zellen. Hierbei dienten meistens mikrovillöse Ausläufer der



















Abb. 21: Rasterelektronenmikroskopische Analyse der surface appendages  von EHEC EDL933. Surface
appendages vermittelndenKontaktzwischenBakterienundeukaryontischenZellen.EHECEDL933wurde
fürdie'Aktivierung'derTypIIISekretionssystemabhängigenSekretionInfektions-relevanterFaktorenfür
3 h in Zellkulturmediummit HEPES bei 37°C und 5%CO 2 stehend angezogen. Die Infektion der HeLa-
Zellen erfolgte mit einer MOI von 100:1 über 4 h und wurde anschließend mittels
Rasterelektronenmikroskopie untersucht. (A und B) Frei im Medium befindliche Bakterien wiesen
intermediäre Filamente auf. (C) Manche Filamente enthielten runde Verdickungen. Der Bakterien-Zell-
Kontakt über Filamente verlief über mikrovillöse Ausläufer der Eukaryonten (D) oder über von der
BakterienoberflächezurWirtszelle (FundG).BisweilenerreichtenFilamentedesBakterien-Zell-Kontaktes





(Gunzburget al.1995). InfektionenvonHeLa-ZellenmitEHECEDL933 ∆espA, bei denendas
Waschen bewusst drastisch eingeschränkt wurde, um die extrem schwach adhärierende
Deletionsmutante inunmittelbarerNähezudenZellenzu bewahren, solltenzeigen,ob sichdie
Deletion von espAEDL933 auf die Bildung dieser Filamente auswirkte. Die
rasterelektronenmikroskopische Analyse von EHEC EDL933 ∆espA  bewies, dass der Wildtyp-
Stamm diese Strukturen ausbildete (s. Abb. 22A), während der espAEDL933-Mutante die




Position zu erhalten.Eskonnte so gezeigtwerden, dass in Folge derDeletion von espAEDL933dieBakterien
keine Filamente ausbildeten (A), während der Wildtyp EHEC EDL933 unter den gleichen Bedingungen
Filamenteproduzierte(B,Pfeile).
4.7.  NachweisvonEspA-Filamenten
Das Fehlen der filamentösen Strukturen auf EHEC EDL933 ∆espA, die Konservierung der
coiled-coil  Domäne in EspA und die damit verbundenen Homologien zu Flagellin-Molekülen
A B
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wie auch die Sekretion des Proteins ließen die Schlussfolgerung zu, dass EspA EDL933
möglicherweiseindirekterWeiseinderBildungder surfaceappendages (s.4.6.)involviertwar.
Somit sollte EspA EDL933 durch immun- und immunfluoreszenzmikroskopische Techniken
nachweisbarsein.
Eine Suspension von EHEC EDL933 wurde nach 'Aktivierung' bzw. EHEC EDL933 auf
infiziertenHeLa-Zellenwurde nach erfolgter Infektion in einerDoppelfärbungmit demO157-
Serotyp spezifischen Antiserum und mit dem EspA EDL933 spezifischen monoklonalen Maus-
Antikörper B71 markiert. Das Aktin-Gerüst der HeLa-Zellen wurde mit Phalloidin-FITC
angefärbt.Tatsächlich konnteEspA EDL933mittels konfokaler Lasermikroskopie sowohl auf den
BakterienalsauchalsAusläufervonderOberflächederBakterien,mituntervonZellezuZelle,
nachgewiesen werden (s. Abb. 23). Der espAEDL933-Mutante dagegen fehlten solche
dreidimensionalenStrukturen (s.Abb. 23).Hiermit konnte gezeigtwerden, dass EspA EDL933 in
derTatinderBildungvon surfaceappendages involviertwar.DieentdecktenStrukturenwerden
imweiterenVerlaufalsEspA-Filamentebezeichnet.
Abb.23:NachweisderBeteiligungvonEspA EDL933 anderBildungvon surfaceappendages .(A)DieInfektion
von HeLa-Zellen mit dem 'aktivierten' Wildtypstamm EHEC EDL933 zeigte in der
rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung die erwarteten filamentösen Ausläufer. (B) Eine parallel
durchgeführte immunfluoreszenzmikroskopische Analyse, in der die Bakterien mit dem O157-Serotyp
spezifischenAntiserumundeinemFITC-konjugiertensekundärenAntikörper,EspA EDL933 mitHilfedesmAb
B71 sowie eines TRITC-konjugierten sekundären Antikörpers gefärbt wurden, offenbarte, dass die
gebildetenFilamenteEspA EDL933 enthielten.Hingegenbelegten (C) rasterelektronenmikroskopische und (D)
immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an Infektionen mit EHEC EDL933 ∆espA , dass diese
FilamentenichtvonderDeletionsmutantegebildetwurden.
ImmunfluoreszenzmikroskopischeAnalysendervertikal-optischenEbene(x,zSektionen)mittels




Abb. 24: Nachweis des Bakte rien-Zell-Kontaktes über E spA-Filamente mittels vertikaler Sektion. HeLa-
Zellen wurden für 5 h mit STEC 413.89-1 inkubiert, fixiert und permeabilisiert. Für die
immunfluoreszenzmikroskopischeAnalysewurdendieBakterienmit einemSerotyp spezifischenAntiserum
und einem FITC-konjugierten sekundären Antikörper, EspA EDL933 mit Hilfe des mAb B145 sowie eines
TRITC-konjugierten sekundären Antikörpers gefärbt, und das Aktin der HeLa-Zellen wurde mit FITC-
konjugiertemPhalloidinmarkiert. (A)E spAist fokalüberdieOberflächederBakterienverteilt. (B-D)Die
parallele x,z-Sektionierung der gleichen Probe zeigt (B) die Verteilung derBakterien in derMikrokolonie
und (D)dieVerteilungdesEspA-Proteins aufderOberfläche derBakterien. (C) Overlay  von (B) und (D).
Der Pfeil in (D) indiziert ein EspA-Filament, das einen Kontakt zur eukaryontischen Zelle etabliert. Die
Balkenindizierenjeweils5µm.(Foto:F.Ebel)
Dass diese EspA enthaltenden Strukturen die Verbindung zu HeLa-Zellen etablierten, wurde
durchweitereExperimenteunterlegt.EswurdenInfektionenvonHeLa-Zellendurchgeführtund
die EspA-Filamente der Bakterien anschließend mit einem EspA

spezifischen monoklonalen
Maus-Antikörper mittels Immunogoldlabeling und anschließender elektronenmikroskopischer
Analyse detektiert. Die anfänglichen Versuche, die EspA-Filamente von EHEC EDL933 auf
dieseWeisezuvisualisieren,erwiesensichalsschwierig.DaherwurdenintensiveAnalysenvon
Infektionenmit dem bedeutend besser sekretierenden StammSTEC 413.89-1 aufHeLa-Zellen
durchgeführt.DieMarkierungvonEspAausSTEC413.89-1erfolgtemitHilfedesspezifischen
monoklonalen Maus-Antikörpers mAb B145 (Ebel et al. 1998).
Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen, in denen die Bakterien nicht weiter
markiertwurden,zeigten,dassEspAnichtzufälligüberdie bakterielleOberfläche verteiltwar,
sondern sich in fädigenmakromolekularen Strukturen entweder über das Bakterium oder auch
vom Bakterium weg in den Raum entlangzog (s. Abb. 25A, C, D). Eine mit dem Gold-
gekoppelten sekundären anti-Maus-Antikörper, jedoch nicht mit mAb B145 markierte
NegativkontrollewieskeinederbeobachtetenFilamenteauf,sodassessichumspezifischgegen
EspA markierte Ausläufer handelte (s. Abb. 25B). Mit mAb B145 und einem sekundären
Antikörper Immunogold-markierte und mit 4% (w/v) wässrigem Uranyl Acetat negativ
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on-grid-Immunelektronenmikroskopie. An einen Kohlefilm angehaftete und auf Grids aufgezogene
Bakterien wurden mittels der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ohne weitere Kontrastierung
untersucht(A,CundD).UnterschiedlicheMengenanEspAspezifischerGoldmarkierungkonntenauf1-5%
derBakterien(s.AundC)oftmalsinnerhalbhervorstehenderOberflächenstrukturen(PfeilinA)beobachtet
werden. In (D) ist ein Gold-markierter Verlauf entlang eines bakteriellen Poles zu erkennen. (B) Die
Kontrolle ohneVerwendung des E spA spezifischen Antikörpers, jedochmitGoldkomplex, weist keine der
zuvor beobachteten Strukturen auf.DieNegativkontrastierungmitwässrigemUranyl Acetat erlaubte eine
verbesserteAuflösungdermitGoldpartikelnbesetzenFilamente(E,FundG).InFwirdeineVergrößerung
der in E durch Pfeile markierten Goldpartikel dargestellt; das filamentöse Gerüst, Antikörper bedeckte
Goldpartikel und gebundene EspA-spezifische Antikörper sind durch Sterne, Pfeilköpfe bzw. ganze Pfeile
hervorgehoben. Eine sehr schwache Negativkontrastierung offenbart lediglich die gebundenen
Immunokomplexe, wohingegen die filamentöse Struktur nicht länger erkennbar ist (G). Balken
repräsentieren0,5µm(B),0,25µm(A,CundD),0,1µm(E)und50nm(F).
Immun-Feldemissionsrasterelektronenmikroskopische (IFESEM) Analysen der Infektion von
HeLa-ZellenmitSTEC413.89-1bewiesen,dassauchSTEC413.89-1EspA-Filamentebildeten,
dassdieEspA-FilamentesowohlaufdenBakterienlagerten(s.PfeileinAbb.26D),alsauchvon
den Bakterien in die nächste Umgebung verliefen (s. Abb. 26C, E und F), dass die EspA-
FilamenteBakterienmiteinanderverbanden(s.Pfeil inAbb.26AunddieVergrößerunginAbb.
26C)unddassdieEspA-FilamenteeineVerbindungvondenBakterienzudeneukaryontischen
Zellen etablierten (s. Abb. 26E). Etwa 10% der EspA-Filamente schienen aus mehreren
gewundenenSträngenzubestehenundwarendickeralseinzelneStränge (s.Abb. 26FundG).
DiemeistenSträngewarenjedochdünn(s.Abb.26J).EswurdenauchBakterienbeobachtet,die




Abb. 26: Detektion von EspA-Filamenten auf STEC 413.89-1 mit Hilfe der IFESEM. (A) Überblick von
STEC 413.89-1 infizierten HeLa-Zellen. EspA ist als makromolekulare Struktur auf der Oberfläche der
Bakterien (Pfeile) oder innerhalb filamentöser surfaceappendages  () sichtbar.Der Pfeilkopf indiziert ein
MikrovillusderWirtszelle.(B)EineparallelangesetzteKontrolleohneE spAspezifischenAntikörper,jedoch
mitImmungoldkomplexweistkeineGoldmarkierungauf.(C)DieVergrößerungdesin(A)durcheinDreieck
markierten Filamentes dokumentiert die dichteBesetzung der Ausläufermit E spA. (D) Makromolekulare
Stränge mit EspA verlaufen entlang der bakteriellen Oberfläche. (E) E spA-Filamente verbinden zwei
Bakterienmiteinander.(F)EinaneinenKohlefilmhaftendesBakteriumwurdeaufein grid  aufgezogenund
direktinderIFESEMuntersucht;GoldpartikelhelleneinEspAenthaltendesFilamentauf.(G)Währendder
Infektion an das Deckgläschen anhaftende Bakterien zeigten ebenfalls EspA-Filamente, die in den Raum
(VergrößerungH),aufderbakteriellenOberfläche(VergrößerungI)odervonBakteriumzuBakterium (J)
verliefen. Die in (G) durch Dreiecke gekennzeichneten Filamente entsprechen den Vergößerungen (H), (I)
und(J).Balkenrepräsentieren1µm(A,BundG),0,5µm(J),0,2µm(CundD)und0,1µm(E,F,HundI).
FürdieEspA-spezifischeGoldmarkierungHeLa-ZelleninfizierenderEHECEDL933bliebnach
mehreren Infektionen die immunelektronenmikroskopische Analyse wenig aussagekräftig.
Dennoch ließsichdurchdieseMethodederNachweiserbringen,dassEHECEDL933ähnliche
EspA-FilamenteproduziertewieSTEC413.89-1(s.Abb.27).
Abb. 27: Detektion von EspA-Filamenten auf EHEC EDL933 mit Hilfe der IFESEM. (A) EspA ist als
makromolekulare Struktur auf der Oberfläche von EHEC EDL933 sichtbar (Pfeile). (B) Die meisten
adhärentenBakterienweisenEspA-enthaltende surfaceappendages auf.
Die Analyse von EspA aus EHEC EDL933 und STEC 413.89-1 hatte ergeben, daß dieses




Epithelzellen führte. EspA wurde als Hauptbestandteil einer neuartigen Pilus-ähnlichen
OberflächenstrukturderBakterien identifiziert,die interbakterielleundBakterien-Zell-Kontakte
etabliert. Somit stellt die über den Typ III Sekretionsmechanismus beobachtete Sekretion von
EspA in dasMediumwahrscheinlich einArtefakt dar,wohingegendieAssimilation vonEspA
undmöglicherweiseanderenKomponentenzuEspA-FilamentensicherlichdieSituation invivo






von sekretierten Proteinen ein weiteres Protein eine ähnliche gelelektrophoretische Mobilität
besaßwieEspB(KennyundFinlay,1995;Ebeletal.1996).DiesesProteinwurdevonLaietal.
als EspD bezeichnet und wird wie EspA und EspB über das Typ III Sekretionssystem
ausgeschleust (Lai et al. 1997). Die Studien an EspD aus EPEC lieferten allerdings keine
VorstellungüberdieFunktiondiesesProteins.Deutlichwurdenur,dassEspD inEPECfürdie
AusprägungdesA/E-PhänotypsunddiePhosphorylierungdes Intimin-R ezeptors notwendig ist
(Laietal.1997).Essollte indieserArbeitnebenderBedeutungvonEspDimInfektionsprozess
vonEHECaucheinemöglicheFunktionerarbeitetwerden.
5.1.  Sequenzanalysevon espDEDL933
DieLagevon espDEDL933innerhalbderIR EDL933-SequenzistausAbb.13zuersehen.EspD EDL933
weist 73,7% bzw. 73% Identität zu den Aminosäuresequenzen von EspD aus STEC 413.89-1
bzw. EPEC E2348/69 auf. Die Datenbank-Recherche eröffnete Homologien zu EspD aus
anderenpathogenen E.coli sowie-imGegensatzzuUntersuchungenvonLaietal.anEspDaus
EPEC E2348/69 (Lai et al. 1997) - zu Proteinen anderer Bakterien (s. Tab. 15). Die
Nukleotidsequenz espDEDL933kodiertfür374aamiteinemtheoretischenMolekulargewichtvon
39093 Da, einem pI-Wert von 5,23, und die Transmembranvorhersage ergab - entgegen den
Befunden von Lai et al. bezüglich EspD EPEC - drei putative und drei sichere
membrandurchspannende Regionen (D 7-S27, T 48-A68, P 108-S128, I 171-N191, L 194-M214, V 228-S248).
DieWahrscheinlichkeitderTopologie innerhalb der bakteriellen innerenMembranbeträgtP=
0,215,hingegeninnerhalbvonEukaryonteninderMembrandesendoplasmatischenRetikulums
P= 0,850und in derPlasmamembranP= 0,440.EspD EDL933 enthält coiled-coil  Domänenvon




5.2.  Konstruktioneiner in-frameDeletionsmutantevon espDEDL933
Die Konstruktion einer in-frame Deletionsmutante von espDEDL933 sollte die Bedeutung von
EspDEDL933 für die Infektion von EHEC EDL933 an HeLa-Zellen aufdecken. Hierzu wurden
zunächstdurchk-PCRvonEHECEDL933mit denPrimer-PaarenANKA288/ANKA289 bzw.
ANKA290/ANK7191zweiFragmenteamplifiziert,derenAmplifikationsprodukt aus einerOE-
PCR mit den Primern ANKA288 und ANK7191 ein Deletionsprodukt von espDEDL933
(∆espDEDL933)ergab. ∆espDEDL933enthieltdieersten218bpdes5'-Endesunddie letzten52 bp
des3'-Endesvon espDEDL933(s.Abb.28),somitwurden285aavonEspD EDL933 deletiert.Durch
Integration einer SmaI-Schnittstelle wurden 9 bp hinzugefügt. ∆espDEDL933 wurde in pCRII
(pANK70) kloniert und durch Sequenzierung auf die Richtigkeit der Nukleotidsequenz sowie
eines durchgängigen Leserahmens überprüft. ∆espDEDL933 wurde anschließend als KpnI/XbaI-





















der externen Primer ANK14/ANK16. Die espDEDL933-Deletionsmutante EHEC EDL933 ∆espD
wieseinPCR-ProduktdererwartetenGrößevon636bp für dasDeletionsfragment enthaltende
Chromosomauf(s.Abb.28).
Abb. 28: SchematischeDarstellung derDeletion von espDEDL933. (A)Gestrichelte Linien im Schema zeigen
deletierteBereichean.(a)Positionvon espDinnerhalbderIR EDL933undGrößedesTranslationsprodukts;(b)
PositiondesausdenexternenPrimernANK14undANK16resultierendenPCR-ProduktsdesWildtyps; (c)
Positiondes aus den externen PrimernANKA288 undANK7191 resultierenden PCR-Produkts vonEHEC
EDL933∆espD;(d)PositiondesdeletiertenORFsundGrößedesTranslationsprodukts.(B)MitdenPrimern
ANK 14 und ANK16 generierte PCR-Produkte: 1, Wildtyp EHEC EDL933; 2, Kointegrat EHEC
EDL933::pANK155;3,EHECEDL933 ∆espD.
Fürdieimmunfluoreszenz-undrasterelektronenmikroskopischenUntersuchungenzurAdhärenz
der espD-MutantevonEHECwurde auch eineKomplementationsmutante generiert, umpolare
Effekte des veränderten Bereichs auszuschließen. Hierzu wurde pANK84 in EHEC
EDL933∆espD eingebracht, das den Sequenzbereich vom 5'-Ende des eaeA-Gens bis zum 3'-
Ende des espB-Gens umfasste (s. Abb. 29). So konnte das espDEDL933-Gen in dieser
KomplementationsmutanteEHECEDL933 ∆espD[pANK84]durchseinennatürlichenPromotor
aktiviert werden. Ein Derivat von pANK84, das aus der unidirektionalen Verkürzung von
pANK84 stammte und den gleichen Bereich, jedoch nicht das vollständige espD-Gen enthielt
(pAKSK78), wurde als Kontrolle in EHEC EDL933 ∆espD eingebracht und so EHEC






Insert,daseineSequenzausdem3'-Endevon eaeA  (angedeutetdurchdieunterbrocheneLinie)biszum5'-
Endevon espA  enthielt.ZurOrientierungderPositionen istdieORF-Kartevon IR EDL933angezeigt (s.Abb.
13).
5.3.  AnalysesekretierterProteinevonEHECEDL933 ∆espD
Fürdie immunologischenAnalysenvonEspD EDL933 standein spezifischermonoklonalerMaus-
Antikörper(mAb-anti-EspD)vonEbelet al. zurVerfügung.DieProduktiondiesesAntikörpers
basiertwiemAbB71(s.4.)aufsekretiertenProteinenvonSTEC413.89-1.
DieDeletion in espDEDL933 sollte zu einer fehlendenSekretion vonEspD EDL933, nicht aber von
EspAEDL933 oderEspB EDL933 führen.Umdieszuüberprüfen,wurdendiesekretiertenProteineder
Mutante EHEC EDL933 ∆espD einer Western Blot Analyse unterzogen. Es zeigte sich, dass
EHEC EDL933 ∆espD kein EspD EDL933 sekretierte (s. Abb. 30B), und die Sekretion von
EspAEDL933 undEspB EDL933warendurchdieDeletionnichterkennbarbeeinträchtigt(s.Abb.31).
Da die espDEDL933-Mutante fraktioniertwordenwar, konnte auch die fehlende Expression von
espDEDL933 nachgewiesenwerden(s.Abb.30B-E).
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Abb. 30: Sekretions- und Expressionsmuster von EHEC EDL933 ∆espD. Die Überstände 'aktivierter'
KulturenvonEHECEDL933(A)bzw.derDeletionsmutanteEHECEDL933 ∆espD (B)wurdenTCA-gefällt
und jeweils 30 µg Protein in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Entsprechend wurden jeweils 30 µg der
cytoplasmatischenFraktion(C),derFraktionderinnerenMembran(D)undderäußerenMembran(E)aus
einerFraktionierungvonEHECEDL933 ∆espD aufgetragen.DieDetektionvonEspD EDL933erfolgtemitHilfe
desmonoklonalenAntikörpersmAb-anti-EspD.
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1997). Dies erinnert daran, dass die fehlende Expression mancher über das Typ III
Sekretionssystem sekretierter Proteine die Sekretion anderer Zielproteine negativ beeinflusst
(Collazo und Galán, 1996). Dagegen schien EHEC EDL933 ∆espD in der Expression und
Sekretion von espDEDL933, aber nicht erkennbar in der Sekretion von EspA und EspB




Abb. 31: Sekretion von EspA EDL933 und EspB EDL933 durch EHEC EDL933 ∆espD. Der Überstand einer
'aktivierten'Kultur vonEHECEDL933 ∆espD (A undC)wurdeTCA-gefällt und jeweils 30 µg Protein in
einer SDS-PAGE aufgetrennt. Entsprechend wurde jeweils 30 µg des Gesamtextraktes von EHEC
EDL933∆espD aufgetragen (BundD).DieDetektionvonEspA EDL933 (AundB)bzw.EspB EDL933 (CundD)
erfolgtemitHilfedermonoklonalenAntikörperB71bzw.mAb-anti-EspD.
5.4.  AdhärenzundInvasivitätder ∆espDEDL933-Mutante
Infektionversuche von EHEC EDL933 ∆espD und Wildtyp-Stamm EHEC EDL933 wurden
analogzu4.4.durchgeführt.DiePlattierungsergebnisse ergaben, dassEHECEDL933 ∆espD in
der Adhärenz im Vergleich zum Wildtyp-Stamm erheblich beeinträchtigt war (s. Abb. 32).
Dennoch waren einige Bakterien in der Lage, an HeLa-Zellen anzuhaften, wobei eine
Waschstringenz nach Infektion gewählt wurde, die eine Unterscheidung zwischen schwacher
Bindung der Bakterien an die HeLa-Zellen und unspezifischer Bindung (wie bei E. coli
XL1Blue) erlaubte. Dieses Ergebnis scheint jedoch mit den Befunden von Knutton et al.
übereinzustimmen, die für eine espD-Mutante aus EPEC E2348/69 eine zum Wildtyp-Stamm
verminderteAdhärenzzuHeLa-Zellenbeschrieben(Knuttonetal.1998).
Die Anzahl intrazellulärer Bakterien war trotz der um 1/8 geringeren Anzahl adhärenter
BakterienleichthöheralsbeimWildtyp-Stamm,sodassdasFehlenvonEspD EDL933 ähnlichwie
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espDEDL933-Mutante EHEC EDL933 ∆espD (2 und 5) wurden auf ihre Fähigkeiten, an HeLa-Zellen zu
adhärieren (1-3) bzw. HeLa-Zellen zu invadieren (4-6), getestet wie in II.6.1. beschrieben. Als
NegativkontrollefürdenInvasionstestwurde E.coli  XL1Blue (3und6)eingesetzt.DieDifferenzenzwischen
der espDEDL933-MutanteunddemWildtypwarenstatistischsignifikant( P ≤0,05).
Die verminderte Adhärenz der espD-Mutante aus EPEC wurde zwar beschrieben, allerdings
nicht quantifiziert (Knutton et al. 1998). Es lässt sich jedoch aus den Studien an EPEC und
EHECschließen,dassEspDanderAdhäsionderBakterienbeteiligt ist.Eine imVergleichzum
Wildtyp-StammmöglicherweiseschwächereBindungwirdallerdingsnichtsignifikantdurchdie
Deletion von espD verhindert,was darauf deuten könnte, dass Faktoren für die Initialbindung
nichtvollständigblockiertsind.
5.5.  ImmunfluoreszenzmikroskopischeAnalysevonEHECEDL933 ∆espD
Da bei Infektionen mit EHEC EDL933 keine detektierbaren Tyrosin-Phosphorylierungen des
Intimin-Rezeptors auftreten, wurde EHEC EDL933 ∆espD in der
immunfluoreszenzmikroskopischenAnalyse zunächst auf die Fähigkeit zur Aktinakkumulation
überprüft.Wie aus den quantitativen Versuchen bereits hervorgegangen war (s. 5.4.), standen
wenigerBakterien in direktemKontakt zu denHeLa-Zellen als imVergleich zumWildtyp (s.
Abb. 33). Auf HeLa-Zellen aufgelagerte EHEC EDL933 ∆espD wiesen keine erkennbare
Aktinakkumulation auf (s. Pfeile in Abb. 33A).Dieses Ergebnis wird durch die Beschreibung
der espD-Mutante ausEPECE2348/69 gestützt, die nichtmehrAktin akkumulieren oder eine
Tyrosin-Phosphorylierung unterhalb adhärenter Bakterien initiieren konnte (Lai et al. 1997),
allerdingsweiterhininderLagewar,anHeLa-Zellenzuadhärieren.WiebereitsbeiderDeletion
von espAEDL933 zeigtesichauchbeiderDeletionvon espDEDL933,dassEHECEDL933 in seiner
Infektiösität eine bedeutendeAbhängigkeit zu den untersuchten sekretiertenProteinen aufwies.










































Effizienz der Initialbindung und/oder für die enge, Intimin-vermittelte Bindung an die
Wirtszelle.Hieraus könnte sich schließen lassen, dass die EspA-Filamente direkt oder indirekt
die Initialbindung vermitteln und dass EspD entgegen den Vermutungen von Knutton et al.
(Knutton et al. 1998) kein (essentieller) Bestandteil dieser Filamente ist, sondern lediglich am
Aufbau der Filamente bzw. an der Signaltransduktion beteiligt ist. Vielmehr könnten die
verkürztenEspA-Filamenteder espD-MutantevonEPECeinResultatderschlechterenSekretion
vonEspAsein.Dagegen istzuvermuten,dasshinsichtlichderInitialbindungdieEPEC/RDEC-
Mutanten indemGenlocus espA  durchdieExistenzweiterereffektiverAdhärenzfaktoren (z.B.
die in EHEC fehlenden bundle forming pili ) (Gunzburg et al. 1995) maskiert werden, so dass
eine espA-Mutante von EPEC immer noch vermindert adhäsiv ist (Knutton et al. 1998). Dies
wird auch dadurch weiter unterstützt, dass sehr stringentes Waschen dazu führte, dass zwar
weiterhin adhärente Bakterien des Wildtypstammes auf HeLa-Zellen detektierbar waren, die
∆espD-Mutantedagegenvergleichbarzu ∆espA-Mutanteüberhauptnichtmehradhärierte.
Abb. 33: ImmunfluoreszenzmikroskopischeAnalyse derAdhärenz vonEHECEDL933 ∆espD.HeLa-Zellen
wurdenmitderDeletionsmutanteEHECEDL933 ∆espD (ReiheA),demWildtypEHECEDL933 (ReiheB)
sowie mit der Komplementationsmutante EHEC EDL933 ∆espD[pANK84] (Reihe C) infiziert. (1) Die
Bakterien wurden mit TRITC-markierten Antikörpern, (3) F-Aktin mit FITC-markiertem Phalloidin
gefärbt. (2) Overlay  aus (1) und (3). (A) Die Analyse durch  Immunfluoreszenzmikroskopie belegte, dass
EHEC EDL933 ∆espD schlechter an die eukaryontischen Zellen anhaftete und keine Aktinakkumulation






5.6.  AnalysedesAggregationsverhaltensvonEHECEDL933 ∆espD
BeiderstehendenAnzuchtüberNachtfürInfektionsversuchewaraufgefallen,dass sichEHEC
EDL933∆espD amBoden desGefäßes absetzte und ein beinahe klaresMedium alsÜberstand
hinterließ, während der Wildtyp-Stamm sowie alle anderen in dieser Arbeit konstruierten
Mutanten ( ∆espA, ∆pas, ∆sepL) eine gewohnt trübeKulturlösung boten (s.Abb. 33).Dennoch
wuchs dieMutante nicht signifikant schlechter als derWildtyp-Stamm,unddie sedimentierten
Bakterien waren mühelos resuspendierbar. Ein Mobilitätstest auf Softagar eröffnete, dass
Kolonien von EHEC EDL933 ∆espD in der Fähigkeit, sich auf der Platte auszubreiten, nach
einem Tag Inkubation bei 37°C um etwa 15% leicht eingeschränkt waren (nicht gezeigt),
hingegen waren nach drei Tagen Inkubation die Koloniegrößen von Wildtyp und
Deletionsmutantevergleichbar.
Abb. 34: Sedimentation von EHEC EDL933 ∆espD. Der Wildtypstamm
EHEC EDL933 (A) und die Deletionsmutante EHEC EDL933 ∆espD (B)
wurdenüberNachtstehendbei 37°C inLB-Mediumangezogen.Während
der Wildtypstamm eine trübe Kulturlösung und kaum Sedimentation
aufzeigte,wiesEHECEDL933 ∆espD eineklareKulturlösungundeinleicht
resuspendierbaresPelletauf.
WurdeEHECEDL933 ∆espD dagegenübermehrere Tage in einemKolben bei 37°C und 200
rpmangezogen,soverklumptensichdieBakterienzurundenPellets(s.offenerPfeilinAbb.34)
undeswurdengroßeProteinaggregatebeobachtet(s.geschlossenerPfeilinAbb.34),ähnlichwie
sie fürdenTemperaturshiftvon26°Cauf37°Cbei Yersinia  beschriebenwordensind (Michiels
et al. 1990). Der Wildtypstamm EHEC EDL933 bildete, wenn überhaupt, nur sehr wenig
Präzipitate und ein Temperaturshiftwie bei Yersinia führte zu keiner Verstärkung des Effekts
(nichtgezeigt).
Abb.35:BildungeinesPräzipitatesdurchEHECEDL933 ∆espD.EHEC
EDL933∆espD wurde inDMEMmit 25mMHEPES bei 37°C und 200
rpmfürmehrereTageangezogen.DeroffenePfeil indiziertbeispielhaft




Die eingeschränkte Beweglichkeit könnte beispielsweise aus einer veränderten Regulation der
Flagella-Synthese, wie dies für Mutanten von Typ III Sekretionssystemen anderer
Mikroorganismen bereits beschrieben worden ist (Ochman et al. 1996), oder aus einer
veränderten bakteriellen Oberfläche resultieren. Die rasterelektronenmikroskopische Analyse
bestätigtenichtnurdasdurchdieErgebnisseaus5.4.und5.5.erwarteteBildeinerverminderten
AdhärenzvonEHECEDL933 ∆espD anHeLa-Zellen(s.Abb.35),sonderneröffnetegleichzeitig
eineErklärungsmöglichkeit,warumdieseMutante in stehenderFlüssigkultur sedimentierte; die
BakterienklumptenzuZellaggregatenvonmanchmalüber30Bakterienzusammen(s.Abb.37),














1998 haben Knutton et al.  in ihren Untersuchungen an EspA aus EPEC die Hypothese
aufgestellt, dassEspDmöglicherweise für die Ausbildung der EspA-Filamente notwendig sein
könnte, da eine espD-Mutante aus EPEC ihre Fähigkeit, EspA-Filamente zu produzieren,
eingebüßt hatte (Knutton et al. 1998). Denkbar war im Falle von EHEC EDL933 ∆espD, dass
eine Sekretion von EspA EDL933 ohne einen koordinierten Aufbau der EspA-Filamente zur
Verklumpung von EspA EDL933 und somit auch der Bakterien führte.





Abb. 38: Immunfluoreszenzmikroskopische Analyse der Bildung von EspA-Filamenten durch EHEC
EDL933∆espD. Gezeigt werdenHeLa-Zellen nach 4 h Infektion mit EHEC EDL933 ∆espD. Die Bakterien
wurdenmitAS-anti-O157undFITC-gekoppeltemsekundärenAntikörper(AundB)undEspAmitmAbB71
undTRITC-gekoppeltemAntikörper (B undC)markiert.Der Pfeil indiziert sekretiertes und aggregiertes
EspA,daszwischendenBakterienlokalisiertist.
Zellaggregate von EHEC EDL933 ∆espD konnten auch auf HeLa-Zellen entdeckt werden (s.
Abb. 39A). Allerdings wurde nicht beobachtet, dass die adhärenten Bakterien von Mikrovilli
umschlungenwarenoderverstärktdieBildungvonMikrovilli induzierten.AuchBakterien,die
sich offensichtlich im Zustand der Invasion befanden, zeigten nicht das typische membrane
ruffling ähnliche Bild (s. Abb. 39B). Dagegen bildete die Komplementationsmutante EHEC




Abb. 39:ZellaggregatevonEHECEDL933 ∆espD aufHeLa-Zellen.Bei der Infektion vonHeLa-Zellenmit
der espDEDL933-Mutante von EHEC EDL933 wurden die Kammern nur schwach gespült, um zufällig
anhaftende Bakterien in ihrer Position zu erhalten. (A) Es konnten Aggregate von Bakterien auf den
eukaryontischen Zellen entdeckt werden, die jedoch keine Filamente ausbildeten. Die Bakterien waren im
Gegensatz zum typischen Bild des Wildtypstamms EHEC EDL933 (s. Abb. 8) nicht von Mikrov illi
umschlungen. (B) Dies galt auch für Bakterien, die scheinbar im Begriff der Invasion vorlagen. (C) Der
Wildtypstamm EHEC EDL933 (D) bildete wie die Komplementationsmutante EHEC
EDL933∆espD[pANK84] Filamente aus (s. Pfeile in C und D). (E) Durch die Komplementationsmutante
gebildeteMikrokolonien aufHeLa-Zellenwerden durch Pfeile indiziert. (F) AnHeLa-Zellen adhärierende
EHECEDL933 ∆espD[pANK84]warenvonMikrov illiumschlungen.
DurchdieAufgabe vonMakrophagen zur Phagocytose vonMikroorganismen kannman einen
unmittelbarenBakterien-Zell-Kontakt forcieren, auchwenn seitens der Bakterien keineAnlage
zur Anhaftung an eukaryontische Zellen vorliegen sollte. Die Infektion der Makrophagen-
Zelllinie J774-A1 mit STEC 413.89-1 führte zu einer übermäßigen Produktion von surface
appendages (nicht gezeigt). In gleicher Weise durchgeführte Infektionen mit EHEC EDL933
dagegen zeigten leicht vermehrt morphologisch vergleichbare Filamente wie bei der Infektion
vonHeLa-Zellen(nichtgezeigt).WurdenJ774-A1-ZellenmitEHECEDL933 ∆espD infiziert,so
konnten in der rasterelektronenmikroskopischen Analyse keine Filamente entdeckt werden (s.
Abb. 40A und B). Einige Bakterien zeigten jedoch auf ihrer Oberfläche die in Abb. 39






getroffen werden können. Die Adhäsion der espD-Mutante an J774-A1-Zellen könnte
möglicherweise über die Integrine stattfinden, da eine Translokation des Intimin-Rezeptors
wegendesFehlensvonEspA-Filamentenausgeschlossenseindürfte.
Abb. 40: Infektion von J774-A1mit EHEC EDL933 ∆espD. Die
Infektion der J774-A1-Zellen erfolgte wie für HeLa-Zellen
beschrieben. Nach 5 h Infektion wurden die Zellen gewaschen,
mit3,7%(w/v) p-FormaldehydfixiertundaufGridsaufgezogen.
(A)DierasterelektronenmikroskopischeUntersuchungzeigtedie
starke Belagerung der eukaryontischen Zellen mit EHEC
EDL933∆espD.DieBakterienwiesenjedochkeineFilamenteauf
(Vergrößerung B) oder zeigten strukturlose Aggregate auf der
bakteriellenOberfläche(VergrößerungC).
5.7.  LokalisationvonEspD EDL933 währendder InfektionvonEHECEDL933 anHeLa-
Zellen.
Knuttonetal.  stellten1998dieHypotheseauf,dassEspDwieEspAeineFunktioninnerhalbder
EspA-Filamente ausführen könnte,weil eine espD-Mutante aus EPEC nur geringeMengen an
EspA sekretierte und kaum detektierbare Filamente produzierte (Knutton et al. 1998).
AnfänglicheBemühungen imRahmenvon immunfluoreszenzmikroskopischenUntersuchungen
EspD aus EHEC EDL933 zu detektieren schlugen fehl. Erst die Anwendung des konfokalen
Lasermikroskops erbrachte eine genügende Auflösung und Differenzierungsmöglichkeit.
EspDEDL933 konnte so unterhalb adhärenter Bakterien beobachtet werden (s. Abb. 41A). Die








wurden mit AS-anti-O157 und FITC-gekoppeltem sekundären Antikörper (Reihe A), das Aktin der
eukaryontischen Zellen mit FITC-gekoppeltem Phalloidin (Reihe A) und EspD mit mAb-anti-EspD und
TRITC-gekoppeltemsekundärenAntikörper(ReiheB)markiert.DieanalytischeSektionierungmitHilfedes
konfokalen Laserelektronenmikroskopes erfolgte in 0,02 µm-Abständen. (C) Die x,z-Sektionierung
verdeutlichtbei gleicherMarkierungdieLokalisationvonEspD EDL933unterhalb der adhärentenBakterien.
DerPfeilindiziertEspD EDL933,dasinderMembranderWirtszellelokalisiertist.
Mit derDetektierbarkeit vonEspD EDL933 anHeLa-Zellen, und nichtwie inVeröffentlichungen
zuvoralsfreisekretiertesProteinvermutet,undderHomologiezuYopB,einemüberdasTypIII
SekretionssystemausgeschleustenTranslokatorprotein, stellte sichdieFrage,obEspD EDL933 die
Funktion eines Translokators innehaben könnte. In Yersinia inserieren die Proteine YopB und
YopD in die Cytoplasmamembran der Wirtszelle und bilden gemeinsam eine Pore für die
gerichtete Injektion von Effektorproteinen in die eukaryontische Zelle. Ein ähnliches System
wäre für die beiden aus EPEC und EHEC sekretierten Proteine EspB und EspD denkbar. Für
EspBausEPECwurdebereitsdieRolleeinesTranslokatorsinnerhalbderCytoplasmamembran
A1 A2 A3 A4 A5 A6
A7 A8 A9 A10 A11 A12
B7 B8 B9 B10 B11 B12
B1 B2 B3 B4 B5 B6
C
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EDL933∆espD für6h infiziert.Dieparallel in24-wellPlattenangesetzteInfektionsreihewurde
für die immunfluoreszenzmikroskopische Detektion von EspD EDL933 (s. Abb. 41) und
gleichzeitig als Kontrolle für die Infektionseffizienz verwendet. Nach Infektion wurden die
Bakterien und HeLa-Zellen, wie in II.7.3. beschrieben, fraktioniert in sekretierte bakterielle
ProteineimZellkulturmedium,CytosolderHeLa-Zellen,CytoplasmamembranderHeLa-Zellen
und eine Fraktion, die Nuklei, cytoskeletale Proteine und Proteine adhärenter Bakterien
beinhaltete.WegendergeringenMengeandetektierbaremEspD EDL933 wurden¾dererhaltenen
FraktionenvorderAuftrennungdurchSDS-PAGEmittelsMethanol-Fällungaufkonzentriert (s.
II.7.5.) und vollständig eingesetzt. Als Kontrollen dienten die aus dem Kulturüberstand
'aktivierter' EHEC EDL933 bzw. EHEC EDL933 ∆espD gewonnenen sekretierten Proteine (s.
II.7.4.).MittelsWesternBlotAnalyseundmAb-anti-EspDkonntedieTopologievonEspD EDL933
währendder Infektion vonEHECEDL933 anHeLa-Zellen innerhalb derCytoplasmamembran
bestimmt werden (s. Abb. 42D). Geringere Mengen von EspD EDL933 fanden sich im
Zellkulturmedium (s. Abb. 42B), was auf eine effektive gerichtete Insertion in die
Cytoplasmamembran hinweist, sowie im Cytosol der HeLa-Zellen (s. Abb. 42C). Die hier
gefundeneLokalisation impliziert dieVergleichbarkeitmit derTopologie vonEspB ausEPEC
während der Infektion. Das Ausbleiben eines EspD spezifischen Signals für die Fraktion mit
Nuklei, cytoskeletale Proteine und Proteine adhärenter Bakterien deutet darauf hin, dass
EspDEDL933 nichtmitdenWirtsproteinendesCytoskelets interagiert.IndieserFraktionbefinden
sichallerdingsauchdiecytoplasmatischenProteineadhärenterBakterien.EspD EDL933 wurdehier
nicht detektiert, weil die Anzahl adhärenter Bakterien eine nicht suffiziente Proteinmenge zur
DetektioninderWesternBlotAnalyseenthielt.DieAnalyse'aktivierter'Bakterienhattegezeigt,
dassEspD EDL933 effektivsekretiertwirdundnureinegeringeMengeimbakteriellenCytoplasma
nachweisbarbleibtoderaberimCytoplasmaimVergleichzuEspA EDL933 undEspB EDL933 relativ
instabilist(nichtgezeigt).




Abb. 42: Fraktionierung infizierter HeLa-Zellen. HeLa-Zellen wurden in Ø 9 cm-Petrischalen mit EHEC
EDL933(1)bzw.EHECEDL933 ∆espD (2)für6hinfiziert.DerkompletteInhaltderInfektionsschalewurde
fraktioniert und ¾ davon einer Western Blot Analyse mit Hilfe von mAb-anti-EspD unt erzogen. Als
KontrollendientendiesekretiertenProteine(A,jeweils30µg)aus'aktivierten'KulturenvonEHECEDL933




zueinerReduzierungderAdhärenz an eukaryontischeZellen.DieAnalysen vonEspDzeigten
weiterhin, dass dieses über das Typ III Sekretionssystem ausgeschleuste Protein für die
Signaltransduktion in Epithelzellen, die zur Aktinakkumulation führt, notwendig ist. Die
FunktionvonEspDkönnteinAnalogiezumhomologenYopBaus Yersinia inderTranslokation
von Effektorproteinen, die z.B. für die Reorganisation des Cytoskelets notwendig sind, in die





zur Virulenz des Organismus bei, und daher war zu vermuten, dass sepLEDL933 ebenfalls eine
wichtigeRolle in der Infektiösität von EHECEDL933 spielt. Primäre Untersuchungen sollten
nach Hinweisen durch die Sequenzanalyse sowie durch eine in-frame Deletionsmutante von
sepLEDL933erfolgen.
6.1.  Sequenzanalysevon sepLEDL933
sepLEDL933 ist das erste downstream von eaeA  in gleicher Orientierung gelegene Gen. Die
Entfernung des Startcodons zum upstream und in entgegengesetzter Richtung kodierten,
monocistronischen pasEDL933 (s. 7.) beträgt 143 bp. Gleichzeitig liegt sepLEDL933 unmittelbar
upstream vom kodierenden Bereich der sekretierten Proteine EspA EDL933, EspD EDL933 und
EspBEDL933undistvon espAEDL933 durchnur58bpgetrennt.Dennochgehört sepLEDL933 nichtder




Serin-Anteil enthält. SepL EDL933 zeigte in der Analyse durch PSORT keine N-terminale
SignalsequenzundwurdedesWeiterenalsein,wennauchmitgeringerWahrscheinlichkeit(P=
0,102),putativesProteinderbakteriellen innerenMembranvorhergesagt,wenngleichmitHilfe
des Algorithmus TMPred keine transmembranen Domänen beschrieben werden konnten. Die
TopologiederäußerenMembransowiedesPeri-oderCytoplasmaswurdealsunwahrscheinlich
(P = 0,000) oder ungeklärt beschrieben. Der direkte Vergleich der Aminosäuresequenzen von
sepL ausEHECEDL933undSTEC413.89-1mittelsdesGAPAlgorithmusergabeineIdentität
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von 93,7% und eine Similarität von 96%, der Aminosäuresequenzen von EHEC EDL933 und
EPECE2348/6994,3%Identitätund96,9%Similarität(s.Abb.43).
Abb.43:KonservierungvonSepLinpathogenen E.coli .DasAlignmentvonSepL EDL933 (SepL933)mitSepL
aus STEC 413.89-1 (SepL 413) und SepL aus EPEC E2348/69 (SepL EPEC) zeigt deutlich die starke
KonservierungdiesesProteinsimLEEverschiedenerpathogener E.coli .
Die Homologiesuche mit SepL EDL933 in den Datenbanken mittels des BLASTP + BEAUTY
Algorithmus (Worley et al. 1995; Altschul et al. 1990) erzielte für SsaL aus Salmonella
typhimurium (SsaL Stym) die größte Homologie (24,3% Identität bzw. 35% Similarität). Die
Funktion dieses Proteins aus Salmonella ist bislang nicht beschrieben worden. SsaL Stym
beinhaltet338aamiteinemvorhergesagtenMolekulargewichtvon38900DaundeinempI-Wert
von 4,7. Der direkte Vergleich der Ergebnisse aus den Sequenzanalysen der
Aminosäuresequenzen SepL EDL933 und SsaL Stym eröffnete trotz der mäßigen Homologien der
beiden Aminosäuresequenzen die Konservierung struktureller Eigenschaften beider Proteine.
Beide Sequenzen weisen mit einem Sequenzfenster von 21 aa coiled-coil  Regionen im N-
Terminus auf (s. Abb. 43C), allerdings ist dies nicht als möglicher Hinweis auf die
MultimerisierungderProteinezusehen,dadieVorhersagemiteinemSequenzfenstervon28aa
keine coiled-coil Strukturindiziert.NebenallgemeinenBefundenwiedemFehlenvonLadungs-
Clustern oder ungeladenen Segmenten sowie transmembranen Segmenten zeigen die
M A N G I E F N Q N P A S V F N S N S L D F E L E S Q Q L T Q K N S S N I S S P1
M A N G I E F N Q N T A S V F N S N S L D F E L E S Q P L T Q K N S S N S Y S P1
M A N G I E F N Q N P A S V F N S N S L D F E L E S Q Q L T Q K N S S N T S S P1
L I N L Q N E L A M I T S S S L S E T I E G L S L G Y R K G S A R K E E E G S T41
L L N L Q N E L A M I T S S S L S E T I E G L S L G Y R K G S A R K E E E G T T41
L I N L Q N E L A M I T S S S L S E T I E G L S L G Y R K G S A R K E E E G T T41
I E K L L N D M Q E L L T L T D S D K I K E L S L K N S G L L E Q H D P T L A M81
T E K L L N D M Q E L L T L T D S D K L K E L S L K N S G L L E Q H D P N L A M81
I E K L L N E M Q E L L T L T D S D K I K E L S L K N S G L L E Q H D P T L A M81
F G N M P K G E I V A L I S S L L Q S K F V K I E L K K K Y A R L L L D L L G E121
F G N M P K G E I V A L I S S L L Q S K F V K I E L K K K Y A K L L L D L L G E121
F G N M P K G E I V A L I S S L L Q S K F V K I E L K K K Y A K L L L D L L G E121
D D W E L A L L S W L G V G E L N Q E G I Q K I K K L Y E K A K D E D S E N G A161
D D W E L A L L S W L G V G E L N Q E G I Q K I K K L Y E K A K D E D S E K G A161
D D W E L A L L S W L G V G E L N Q E G I Q K I K K L Y E K A K D E D S E N G A161
S L L D W F M E I K D L P E R E K H L K V I I R A L S F D L S Y M S S F E D K V201
S L L D W F M E I K D L P E R E K H L K V I I R A L S F D L S Y M S S F E D K V201
S L L D W F M E I K D L P E R E K H L K V I I R A L S F D L S Y M S S F E D K V201
K T S S I I S D L C R V I I F L S L D N Y A D I I S I S I K K D K D I I L N E V241
K T S S I I S D L C R V I I F L S L D N Y T D I I A I S I N K D K D V I L N E V241
R T S S I I S D L C R I I I F L S L N N Y T D I I A I S I K K D K D V I L N E M241
L S I I E H V W L T E D W L L E S P S R V S I V E D K H I Y Y F H L L K D F F T281
L S I I E H V W L T E D W L L E S P S R V S I V E D K H V Y Y F H L L K D F F A281
L S I I E H V W L T E D W L L E S P S R V S I V E D K H V Y Y F H L L K E F F A281
S L P D A C F I D S E Q R E N A L L M I G K V I D Y K E E I I 321
S L P D A C F I D R E Q R D N T L L M I G K V I D Y K E D V I 321





























Aminosäuresequenzen SepL EDL933 und SsaL Stym einen hydrophilen N-Terminus und einen
hydrophoben C-Terminus, einen großen prozentualen Anteil an Helices (64,2% bzw. 64,6%)
sowie großeAnteile anLeucin (15,1%bzw. 16%).BeideAminosäuresequenzenweisen imN-
terminalenBereicheinHelix-Loop-Helix-Motiv(HLHM)auf(s.Abb.43B): inSepL EDL933 sehr




Rolle zu spielen; unmittelbar imAnschluss an dasHLHMbefindet sich der eigentlicheDNA-
bindendeBereich, der sich durch eineN-terminal gelegene basische α-Helix auszeichnet. Eine
solcheHelixkonntefürSepL EDL933nichtbestimmtwerden.ObgleichfürdieSchleife(Loop)des
im N-Terminus gefundenen Bereiches ein Knick (Turn) vorhergesagt wurde, handelt es sich
dennoch nicht um einHelix-Turn-Helix-Motiv (HTHM), da die Anzahl von drei Aminosäuren
zwischendenHelices ineinem klassischenHTHMmitzwölf inSepL EDL933überschrittenwird
(HarrisonundAggarwal,1990).NebeneinemHTHMimN-terminalenBereichfindetsichinder







Abb. 43). Weiterhin wurde in der Aminosäuresequenz von SepL EDL933 von L 212 bis M 233 ein
degeneriertesLeucin-ZipperMotiv (Lx 6Lx6Lx6M) entdeckt (s. 43D).DasLeucin-ZipperMotiv
(LZM) wurde als DNA-Bindungsdomäne beschrieben, welches für die Dimerisierung DNA-
bindenderProteinesowohlinhomo-alsauchinheterodimererFormverantwortlichist,undnicht
zwingendnurLeucin beinhaltenmuss, sondernauchanderehydrophobeAminosäurenwiez.B.
Methionin sind ebenfalls zulässig für ein solchesMotiv (Landschulz et al. 1988; Alberts et al.
1997). SsaL Stym weist ein kurzes LZM von L 230 bis L 244 auf, das nur drei Leucine enthält
(Lx6Lx6L). N-terminal vom LZM finden sich in SepL EDL933 zwei Bereiche hoher positiver
Teilladungen, die mögliche Kandidaten der eigentlichen DNA-Bindung darstellen:
K140K143K147K148K149R152 und K 183K185K186K190K192. Die erste dieser Domänen zeigte in der
Motivsuche von SepL EDL933 mit Hilfe des Blocks Algorithmus eine signifikante




Abb. 44: Computeranalytische Daten von SepL EDL933. (A) SepL EDL933 und das homologe Protein SsaL Stym
enthaltenimmittlerenBereich ihrerAminosäuresequenzeneineDomäne,diehomologzumKRY-Motivder
DNA-Polymerase 2 aus E. coli  (DPO2_ECOLI) der DNA Polymerase Fam ilie B (BL00116E) ist. Kreuze
gebenpositivgeladeneAminosäurenan.(B)DieGegenüberstellungderVorhersagenfür α-HelicesundCoil-
BereichefürSepL EDL933mittelsdesdesProgrammsDNAStarunddesGarnier-RobsonAlgorithmusergabdie
Detektion eines Helix-Loop-Helix (HLH)Motives im N-terminalen Bereich. (C) Alignment von SepL aus
EHEC EDL933 (SepL EDL933), STEC 413.89-1 (SepL STEC) und EPEC E2348/69 (SepL EPEC) mit
korrespondieren Aminosäureresten aus demMotiv für die LysR-Familie (LysR). Nicht-konservierte Reste
innerhalbdesMotivssindalsxdargestellt,AbweichungenvomKonsensuswerdenoberhalbdesAlignments
mit * gekennzeichnet. (D) Helical-Wheel von SepL EDL933 (W 205-M233). Man beachte die Organisation des






















































































































gegenüberliegenden Seite desHelicalWheels. (E)Die coiled-coil  Bereiche von SepL EDL933beschränken sich
aufSequenzfenstermit21aaLänge.
6.2.  Konstruktioneiner in-frameDeletionsmutantevon sepLEDL933
Der Nachweis der Relevanz von SepL EDL933 während der Infektion von EHEC EDL933 an
eukaryontischen Zellen sollte durch die Herstellung einer in-frame Deletion in sepLEDL933 und
anschließender Analyse der Mutante erfolgen. Es wurden zunächst mittels k-PCR von EHEC
EDL933 mit den Primer-Paaren ANKA291/ANKA292 bzw. ANKA293/ANKA294 zwei
Fragmente amplifiziert, deren Amplifikationsprodukt aus einer OE-PCR mit den Primern
ANKA291undANKA294einDeletionsproduktvon sepLEDL933(∆sepLEDL933)ergab. ∆sepLEDL933
enthieltdieersten255bpdes5'-Endesunddieletzten72bpdes3'-Endesvon sepLEDL933(s.Abb.
45).Somitwurden243aavon sepLEDL933 deletiert.DurchdieInsertioneiner BamHI-Schnittstelle
unddieWahldes fürdieOE-PCRüberlappendenBereicheswurden108aavonSepL EDL933 und
zusätzliche3aazwischenN-TerminusundC-Terminuserhalten. ∆sepLEDL933wurde inpCR2.1
(pANK117) kloniert und durchSequenzierung auf die Richtigkeit derNukleotidsequenz sowie
eines durchgängigen Leserahmens überprüft. ∆sepLEDL933 wurde anschließend als KpnI/XbaI-
Fragment in pANK1 ligiert (pANK157) und in E. coli  S17-1( λpir) transformiert. Transfer,
Integration und Excision in EHEC EDL933 sowie Kontrolle der Deletionsmutante erfolgten
analogzurDeletionvonEspA EDL933(4.2.)undmitHilfederexternenPrimerANK22/ANK9952.
Die sepLEDL933-Deletionsmutante EHEC EDL933 ∆sepL  wies ein PCR-Produkt der erwarteten
Größevon1054bpfürdasDeletionsfragmententhaltendeChromosomauf(s.Abb.45).
Abb. 45: Schematische Darstellung der Deletion von sepLEDL933. Gestrichelte Linien im Schema zeigen
deletierteBereichean.DieimSchemadargestelltenPCR-Produkte sind entsprechend ihrerNummerierung
im Gelfoto links aufgeführt: 1,Wildtyp EHEC EDL933; 2, EHEC EDL933 ∆sepL . (a)  Position von sepL
innerhalb der IR EDL933. (b) Position des aus den externen Primern ANK22 und ANK9952 resultierenden
PCR-Produkts desWildtyps. (c) Position der aus den Deletionsprimern resultierenden Deletionsfragmente
und (d) deletierterORF. (e) Position des aus den externen Primern ANK22 und ANK9952 resultierenden
PCR-ProduktsvonEHECEDL933 ∆sepL .
Die ∆sepL-Mutante wurde durch ein Plasmid in trans  komplementiert, das aus der






















3'-Ende von eaeA  (angedeutet durch die unterbrochene Linie) bis zum 5'-Ende von espA  enthielt. Zur
OrientierungderPositionistdieORF-KartevonIR EDL933angezeigt(s.Abb.13).
6.3.  AnalysesekretierterProteinevonEDL933 ∆sepL
DieAuswirkungen einerDeletion in sepLEDL933 zeigten sich bereits anHandderUntersuchung
bakteriellen Kulturüberstandes und cytoplasmatischer Fraktionen. Western Blot Analysen
ergaben, dassEspA EDL933,EspD EDL933 und EspB EDL933 in geringerenMengen als beimWildtyp
exprimiertundsekretiertwurden(vergl.Abb.47AundB).
Abb. 47: Sekretions- und Expressionsmuster von EHEC EDL933 ∆sepL . Die Überstände 'aktivierter'
Kulturen von EHEC EDL933 (A) bzw. der Deletionsmutante EHEC EDL933 ∆sepL  (B, D und F) wurden
TCA-gefälltundjeweils30µgProteinineinerSDS-PAGEaufgetrennt.Entsprechendwurdenjeweils30µg
GesamtextraktausEHECEDL933 ∆sepL  indenSpurenC,EundGaufgetragen.DieDetektionderProteine
EspAEDL933 (A,BundC),EspB EDL933 (D undE) undEspD EDL933 (F undG) erfolgtemitHilfe der in Tab. 9
angegebenenmonoklonalenAntikörper.DiePositionderEsp-Proteine istdurchPfeile angezeigt, inSpurA
sinddarüberhinausMultimerevonEspAdurchkleinePfeileindiziert.
InCoomassiegefärbtenSDS-Gelenzeigtesich,dassdieDeletionsmutanteinstarkverringertem
Maße EspA EDL933, EspD EDL933 und EspB EDL933 sekretierte. Die Sekretion eines über 100 kDa
großen Proteins,wahrscheinlich PssA (EspP), war nicht beeinträchtigt (s. Abb. 48). Hingegen
sekretierte EHEC EDL933 ∆sepL ein Protein mit einem zugeordneten Molekulargewicht von
etwa 54 kDa (P54 EDL933) in den Überstand. Die Sekretion dieses Proteins durch die
DeletionsmutantekonntedurchdieVerfügbarkeitvon sepL  in trans wiederaufgehobenwerden
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(s. Abb. 48C). Stattdessen wurden die Proteine des esp-Operons (s. 9.) sowie EspE in etwas
stärkeremMaßesekretiert.
Abb.48:SekretionvonP54 EDL933durch
EHEC EDL933 ∆sepL . Coomassie-
Färbung TCA-gefällter Überstände aus
'aktivierten' Kulturen von (A) EHEC
EDL933, (B)EHECEDL933 ∆sepL  und
(C) EHEC EDL933 ∆sepL [pAKSK79]
(B)DieDeletionsmutantesekretierteein
unbekanntes Protein mit einer
elektrophoretischen Mobilität von 54
kDa. (C) Diese Sekretion wurde durch
die Komplementation mit pAKSK79
aufgehoben. Die Positionen der Esp-
ProteinewerdendurchPfeilemarkiert.
Ein sekretiertes Protein der Größe 55/54 kDa (P55 STEC) war bereits in Kulturüberständen von
STEC413.89-1entdecktworden,woesverstärktbei20°Cstatt37°Csekretiertwurde (Ebel et
al. 1996). In späterenUntersuchungen hatte sich ergeben, dass P55 STEC Homologien zu einem
Flagellin-Proteinaus E.coli  aufwies(pers.MitteilungEbel).ZurAnalysevonP54 EDL933wurden
diesekretiertenProteinevonEHECEDL933 ∆sepL mitTCAausdemKulturüberstandgefällt, in
einerSDS-PAGEaufgetrennt,aufeineNylonmembrangeblottet,kurzmitPonceau-Rotgefärbt,
unddannwurdedieBandederLaufhöhevonetwa54kDaausgeschnitten.DieBestimmungdes
N-Terminus erfolgte in der Abteilung für Strukturforschung der GBF, Braunschweig. Die N-
terminale Sequenzierung von P54 EDL933 führte zur Bestimmung der ersten 20 Aminosäuren (s.
Abb.49).EskonntekeineÜbereinstimmungmitdemveröffentlichtenN-TerminusvonP55 STEC
gefundenwerden.Datenbank-RecherchenergabenebenfallskeinesignifikantenHomologienzu
veröffentlichten Proteinen. Da auch TBLASTN-Recherchen unternommen wurden, ist davon
auszugehen, dass das Gen für P54 EDL933 weder im LEE ( acc. no.  AF071034) noch auf dem
MegaplasmidpO157( acc.no. Y09824)lokalisiert ist.DennochdeutetdiesehrstarkeSekretion
und der gleichzeitige Erhalt des Methionins darauf hin, dass P54 EDL933 durch ein effizientes
Transportsystem sekretiert, aber nicht prozessiertwird,wie dies für mittels des Typ I und des
TypIIISekretionssystemssekretierteProteinederFallist(Hueck,1998).








1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
M N I Q P T I Q S G
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20







degenerierten Primer ANK56 oder ANK57 durchgeführte inverse PCR und anschließende
KlonierungderPCR-ProdukteerbrachtebislangkeineKlone,diedenvollständigerhaltenenN-
TerminusvonP54 EDL933beinhalteten.
EspE ist einweiteresProtein,das über denTyp III Sekretionsmechanismus ausgeschleustwird




Analyse gezeigt werden konnte (s. Abb. 50). Während der Wildtypstamm und die espD-
Deletionsmutante jeweils eine Bande für das sekretierte EspE aufwiesen, konnten im
Kulturüberstandder sepL-Deletionsmutante nebenEspEmit der richtigenGröße auchmehrere
verkürzteEspE-Fragmentedetektiertwerden.DaindenKontrollen(s.Abb.50,AundC)keine
Degradationsprodukte von EspE zu sehenwaren, deuteten die kürzeren Fragmente darauf hin,
dassEspEbereits in verkürzterFormsekretiertwurde.Denkbarwäre,dasseinChaperondurch
dieDeletion in sepL  inaktivwarunddadurchkeinSchutzvorproteolytischerSpaltungbestand.
SomitwarennebenSepL EDL933selbst,denProteinendes esp-Operons(s.9.)sowiederSekretion
vonP54 EDL933auchdieSekretionvonEspEdurchdieDeletionvon sepLEDL933 betroffen.
Abb. 50: Veränderte Sekretion von EspE EDL933 durch EHEC EDL933 ∆sepL . Die Überstände 'aktivierter'
KulturenvonEHECEDL933(A),derDeletionsmutanteEHECEDL933 ∆sepL (B)undderDeletionsmutante
EHECEDL933 ∆espD (C)wurdenTCA-gefällt und jeweils 30 µg Protein in einer SDS-PAGE aufgetrennt.
DieDetektionvonEspE EDL933 erfolgtemitHilfedesmonoklonalenAntikörpersmABB51.Die Position von
EspEistdurcheinenPfeilmarkiert.
6.4.  Adhärenzder ∆sepLEDL933-Mutante
InwiefernsichdieDeletionvon sepLEDL933 auf die Infektiösität vonEHECEDL933 auswirkte,
wurde durch qualitative Infektionsstudien ermittelt.Wie ein Plattierungstest ergab, erwies sich
die SepL EDL933-Mutante in der Adhärenz im Vergleich zum Wildtypstamm erheblich
beeinträchtigt.SoadhäriertedieDeletionsmutanteum83%schlechteralsderWildtyp,aberdie







Plattierungsexperimentenmit espAEDL933-und espDEDL933-Mutanten.Allerdingswurde bemerkt,
dass viele Bakterien nicht auf den eukaryontischen Zellen, sondern auf dem Deckgläschen
hafteten,sodassdieermitteltenWerteunterdiesemVorbehaltzubetrachtensind(s.a.6.6.)
Abb.51:AdhäsionvonEHECEDL933 ∆sepL .DerWildtyp
EHEC EDL933 (1) und die sepLEDL933-Mutante EHEC
EDL933∆sepL  (2) wurden auf ihre Fähigkeiten, an HeLa-
Zellenzuadhärieren,getestet,wieinII.6.1.beschrieben.Als
Negativkontrolle für das Plattierungsexperiment wurde E.
coli  XL1Blue  (3) eingesetzt. Die Zahl determinierter
Kolonie-bildenderEinheiten(CFU)wurdeprozentualzuden
ermittelten Werten des Wildtypstamms EHEC EDL933
angegeben. Die Differenzen zwischen der sepLEDL933-
MutanteunddemWildtypwarenstatistischsignifikant( P ≤
0,05).
6.5.  ImmunfluoreszenzmikroskopischeAnalysevonEDL933 ∆sepL
Die schwache Adhärenz von EHEC EDL933 ∆sepL an HeLa-Zellen konnte durch
immunfluoreszenzmikroskopische Studien unterlegt werden (s. Abb. 52C und D). Hier zeigte
sich, dass die Mutante keine Mikrokolonien bildete, dass adhärente Bakterien kein Aktin
unterhalbihrerBerührungsflächemitHeLa-ZellenansammeltenunddassdieHeLa-Zellenkaum
Stressfasernaufwiesen.EineKomplementationder sepL-Mutantekonnteerreichtwerden, indem
pAKSK79 in trans  zur Verfügung gestellt wurde. Sowohl die Adhärenz als auch die
AktinakkumulationbeiderInfektionanHeLa-ZellenwarenindieserKomplementationsmutante
wiederhergestellt (s. Abb. 52C und D). Die Überexpression von SepL EDL933 in der
Komplementationsmutante führteoffensichtlich auch zurBeeinträchtigungderDetektierbarkeit
der Lipopolysaccharide (LPS), da sich viele Bakterien nicht mehr durch das O157-spezifische






































Abb. 52: Immunfluoreszenzmikroskopische Analyse der Adhärenz von EHEC EDL933 ∆sepL . Gezeigt
werden HeLa-Zellen nach 6 h Infektion mit EHEC EDL933 ∆sepL  (A und B) sowie EHEC
EDL933∆sepL [pAKSK79] (C und D). Die Bakterien wurden mit AS-anti-O157 und TRITC-gekoppeltem
sekundären Antikörper (A und C) und das Aktin der eukaryontischen Zellen mit FITC-gekoppeltem
Phalloidin(BundD)markiert.DiePfeileindizierenAktinakkumulationunterhalbadhärenterBakterien(s.
Text).
6.6.  ElektronenmikroskopischeAnalysevonEDL933 ∆sepL
DieInfektionvonHeLa-ZellenmitEHECEDL933 ∆sepL aufDeckgläschenführtedazu,dassdie
Mutante relativ gut an die Unterlage haftete und so die quantitative Analyse der Adhärenz
beeinträchtigte(s.6.4.).RasterelektronenmikroskopischeUntersuchungenbestätigten jedochdie
Befunde aus 6.5., dass die Deletionsmutante nicht an HeLa-Zellen adhärierte (s. Abb. 53A).
Überdieskonntegezeigtwerden,dassselbstderdirekte(forcierte)KontaktderBakterienandie
eukaryontischenZellendurchZentrifugationfür1minbei460x g keineAusbildungvon surface
appendages bewirkteunddasskeineAnhaftungvonMikrovilliandieBakterienerfolgte(s.Abb.
53).DieKomplementationder ∆sepL-MutantedurchpAKSK79stelltedieFähigkeitzurBildung






Abb. 53: Rasterelektronenmikroskopische Analyse der Adhärenz von EHEC EDL933 ∆sepL . HeLa-Zellen
wurdenmitEHECEDL933 ∆sepL  (AundB)sowiemitEHECEDL933 ∆sepL [pAKSK79](CundD)infiziert
undmitHilfederSEMuntersucht. (A)EHECEDL933 ∆sepL [pAKSK79]wurdenurseltenauf oderanden
HeLa-Zellen entdeckt (Pfeile). (B) Auf HeLa-Zellen sedimentierte EHEC EDL933 ∆sepL [pAKSK79] führte
keineengeAdhäsionaus,eskamzukeinerBindungvonMikrov illiandieBakterienundzukeinerBildung
von surface appendages . (C) Die Komplementationsmutante EHEC EDL933 ∆sepL [pAKSK79] bildete
Mikrokolonien auf HeLa-Zellen. (D) Mikrokolonie von EHEC EDL933 ∆sepL [pAKSK79] mit Filamenten;
Vergrößerungin(D)Bakterien-Zell-Kontaktdurch surfaceappendages .
6.7.  HerstellungpolyklonalerAntikörpergegenSepL EDL933
Die durchgeführten Sequenz- und Proteinanalysen deuteten darauf hin, dass SepL EDL933
möglicherweise eine regulatorische Funktion im Rahmen einer Infektion von EHEC an
eukaryontischenZelleneinnahm.VonvielenDNA-bindendenProteinen,wie z.B.Faktoren der
Zwei-Komponenten-Systeme, ist bekannt, dass eine Interaktion zwischen einem Signal
rezeptierenden Protein und dem DNA-bindenden Transducer erfolgt. Für Protein-







6.7.1.  ÜberexpressionvonSepL EDL933
Das sepLEDL933-Gen wurde mit den Primern ANK10 und ANK11 amplifiziert und in pCR2.1
ligiert. Nach Bestätigung der korrekten Sequenz wurde sepLEDL933 aus pCR2.1 durch
BamHI/KpnI-Verdau ausgeschnitten und in den Überexpressionsvektor pQE30 ligiert
(pANK212).DieAnzucht des rekombinantenFusionsproduktesHis'-'SepL EDL933 erfolgte im E.
coli-StammM15[pREP4].VorversuchezurÜberexpressionergaben,dassHis'-'SepL EDL933inder
löslichen Cytoplasma-Fraktion des überexprimierenden Stammes vorlag. Damit konnte das
Fusionsprotein auf nativeWeise aufgereinigtwerden (s.  Abb. 54).DieÜberexpressionwurde
im500mlMaßstabdurchgeführt,unddieElutionerfolgteineinemkontinuierlichenGradienten
zwischen0,1und0,2MImidazol.
Abb. 54: Überexpression von SepL EDL933. sepLEDL933 wurde in den
Überexpressionsvektor pQE30 kloniert und als His'-'SepL EDL933
Fusionsprodukt überexprimiert. Die Aufreinigung erfolgte wie im
Textbeschrieben.Aliquotswurden in einemSDS-PAGE aufgetrennt
und Coomassie gefärbt. (M) Molekularer Standard, die Pfeile
indizieren die angegeben Molekulargewichte; (A) Rohextrakt der





6.7.3.  Aufreinigungdesanti-SepL EDL933Antiserums
Das aus der Kaninchen-Immunisierung erhaltene Antiserum gegen SepL EDL933 wies eine hohe
Konzentration unspezifischer Antikörper auf, wie aus einer Western Blot Analyse mit
Gesamtzellextrakten aus dem Wildtyp-Stamm sowie der Deletionsmutante von sepLEDL933
ersichtlich war (nicht gezeigt). Daher wurde das Antiserum mittels Affinitätsaufreinigung (s.
II.8.2.) hochspezifisch gegen SepL EDL933 aufbereitet. Das aufgereinigte Antiserum (AS-anti-
SepLEDL933) wurde in einer Verdünnung von 1:300 in Western Blot Analysen und 1:100 in
immunfluoreszenzmikroskopischenAnalyseneingesetzt.
6.8.  LokalisationvonSepL EDL933
EHECEDL933wurde durchAnzucht inDMEMmit 100mMHEPES zur starken Expression
undSekretion der bekanntenEsp-Virulenzfaktoren angeregt,was im Anschluss durchWestern
BlotAnalysebestätigtwerdenkonnte(nichtgezeigt).DiebakterielleKulturwurdeinÜberstand
(sekretierte Proteine), Periplasma, Cytoplasma und Periplasma, äußereMembran sowie innere









SepLEDL933analysiert (s.Abb.55).AlsKontrolle diente das aufgereinigteFusionsproduktHis'-
'SepLEDL933(6µg),welches bei etwa41kDawegenderzusätzlichenHistidineetwashöher lief
als die zu erwartende elektrophoretischeMobilität von SepL EDL933 (s. Abb. 55A, theoretisches
MW39,95 kDa). SepL EDL933 wurde nicht im Kulturüberstand entdeckt (was auf intakte Zellen
zurückschließen ließ). Die Lokalisation von SepL EDL933 konnte jedoch mit einer
elektrophoretischen Mobilität von etwa 39,3 kDa sowohl auf das Cytoplasma (da das Signal
nicht in der Fraktion des Periplasmas auftrat) als auch auf die äußereMembran desWildtyp-
Stammes indiziert werden (s. Abb. 55C und E). Auch die Fraktion der inneren Membran
beinhaltete in geringerer Menge SepL EDL933 (s. Abb. 55D). Das Auftreten einer etwa 32 kDa
großen Bande unterhalb der erwarteten Größe könnte auf ein Abbauprodukt oder auf eine
Prozessierung des Proteins hindeuten. Dagegen wurde aus der Western Blot Analyse
fraktionierter Zellen von EHEC EDL933 ∆sepL  kein Signal erhalten, was das Vorliegen der
DeletionsmutantesowiedieSpezifitätderbeobachtetenBandengegenSepL EDL933bekräftigt (s.
Abb.55).
Abb. 55:LokalisationvonSepL EDL933.DieZellen 'aktivierter'KulturenvonEHECEDL933 (1) undEHEC
EDL933∆sepL (2)wurdenfraktioniert,mittels SDS-PAGEelektrophoretischaufgetrennt,aufeineBiodyneB
Membran geblottet und einer Western Blot Analyse mit Hilfe von AS-anti-SepL EDL933 unterzogen. Als
KontrolledientedasaufgereinigteFusio nsproteinHis'-'SepL EDL933.A,His'-'SepL EDL933;B,Kulturüberstand;
C,CytoplasmaundPeriplasma;D,Periplasma;E,innereMembran;F,äußereMembran.
Bei der immunfluoreszenzmikroskopischen Analyse EHEC EDL933 infizierter HeLa-Zellen
konnte nur für eine geringe Anzahl der Bakterien einer Population SepL auf der bakteriellen
Oberfläche detektiert werden (s.  Abb. 56). SepL schien dabei über die gesamte Oberfläche
verteilt zu sein. Für die Deletionsmutante EHECEDL933 ∆sepL  wurde, wie zu erwarten war,
kein SepL detektiert (nicht gezeigt). Hingegen zeigte sich bei der Komplementationsmutante
EHECEDL933 ∆sepL[pAKSK79],beiderdaskodierendeGenmitdemrespektiven natürlichen









Promotoraufdem multicopyVektorpCR2.1vorlag,dassSepLauf sehrvielenBakterien inder
Population zu finden war. Offensichtlich erfolgte in der Komplementationsmutante eine
gesteigerte Expression von SepL EDL933, die in der Integration in/an die äußere Membran
resultierte, so dass SepL EDL933 an den meisten Bakterien zu detektieren war. Die übermässige
Exposition von SepL EDL933 könnte die schlechte Markierbarkeit von EHEC
EDL933∆sepL[pAKSK79] mit AS-anti-O157 erklären, indem bei einer kompetitiven
Absättigung der Epitope durch die spezifischen Antikörper die Bindung mit höherer Affinität
(SepLEDL933)erhaltenbliebenunddadurchdieanderenEpitope(O157)maskiertwürden.
Abb.56:ImmunfluoreszenzmikroskopischeLokalisationvonSepL EDL933undEspA.HeLa-Zellenwurden4h
mit EHEC EDL933 (A und B) bzw. EHEC EDL933 ∆sepL [pAKSK79] (C und D) infiziert. Die Bakterien
wurden mit AS-anti-SepL EDL933 und TRITC-gekoppeltem sekundären Antikörper, das Aktin der
eukaryontischen Zellen mit FITC-gekoppeltem Phalloidin und EspA mit mAb B71 und Cy5-gekoppeltem
sekundären Antikörper markiert. Da nicht parallel die Bakterien mit AS-anti-O157 markiert werden
konnten, werden zur Lokalisierung der Bakterien Overlays mit Phasenkontrast gezeigt. (B) Overlay  aus
Phasenkontrast, Aktin- und SepL EDL933-Markierung. (D) Overlay  aus Phasenkontrast und SepL EDL933-
Markierung.
6.9.  SepLEDL933-Protein-Bindungsverhalten
Um eine mögliche Rolle von SepL EDL933 zu untersuchen, wurden Interaktionen mit anderen
Proteinenanalysiert.DieProteinedesKulturüberstandesvonEHECEDL933wurdenmitTCA
gefällt, elektrophoretisch aufgetrennt und immobilisiert. Danach erfolgten die Inkubation mit
aufgereinigtem His'-'SepL EDL933, Waschen, und die Detektion von SepL EDL933 durch AS-anti-




ein sekretiertes Protein von über 90 kDa, somit wahrscheinlich nicht an den Intimin-Rezeptor
EspE, der eine elektrophoretische Mobilität von ungefähr 80 kDa in Kulturüberständen von
EHECEDL933aufwies.ZwarerhältdertranslokierteInt imin-RezeptorTirausEPEC(78kDa),
dasHomologonzuEspE ausEHEC, durchPhosphorylierung eine elektrophoretischeMobilität
von90kDa,aberdiesgeschiehtwahrscheinlicherstnachderTranslokationindieWirtszelle,da
einedurchPhosphorylierungsekretierteFormnichtbeschriebenwordenist(Kennyetal.1997a).
Das durch die Bindungsstudien detektierte Protein wurde bemerkenswerterweise nicht von
EHEC EDL933 ∆sepL  sekretiert (s.  Abb. 57), was wiederum zeigt, dass dieses Protein ein
anderes als EspE sein muss, da sonst möglicherweise durch die verkürzten sekretierten EspE-
Fragmente(s.6.3.)mehrereSignale,jedochwenigstensbeietwa80kDaerhaltenwordenwäre.




HilfevonAS-anti-SepL EDL933. (A)SekretierteProteine,EDL933; (B)CytoplasmaundPeriplasma,EDL933;
(C)innereMembran,EDL933;(D)äußereMembran,EDL933;(E)sekretierteProteine,EDL933 ∆sepLEDL933.
ObSepL EDL933 alsChaperondieSekretiondes>90kDagroßenProteinsunterstütztoderobdie
Expression des Chaperons oder des sekretierten Proteins in der ∆sepLEDL933-Mutante
unterbundenist,bleibtzuklären.
6.10.  DNA-BindungsverhaltenvonSepL EDL933
Es lagen nach den Ergebnissen der Sequenzanalysen (s. 6.1.) sowie der Untersuchung der
Deletionsmutante (s. 6.3.) von SepL EDL933 mindestens vier Hinweise auf das Vorliegen eines
DNA-bindendenProteinsvor:EinN-terminalesHLH-Motivwurdedetektiert,eswurdeeinezur
LysR-Familie der Regulatorproteine homologe Domäne gefunden, es wurde ein LZM
nachgewiesen, es wurden Übereinstimmungen zum DNA-bindenden KRY-Motiv von DNA-
Polymerasen gefunden, und die SepL EDL933-Deletionsmutante exprimierte und sekretierte in
vermindertem Maße EspA EDL933, EspD EDL933 und EspB EDL933 und sekretierte ein ad dato
unbekanntes Protein P54 EDL933, woraus auf eine möglicherweise veränderte Regulation













32P-markiertem DNA-Fragment IR EDL933 aus pANK84 inkubiert (s. II.7.10.). Nach Waschen
erfolgtedieDetektionderradioaktivmarkiertenSondemitHilfeeinesPhosphoImagerSystems.
TrotzWiederholungdiesesVersuches konnte keineDNA-Bindung von SepL EDL933 an IR EDL933
nachgewiesenwerden.Weil indieserSouthWesternAnalysekeineAussageüberdieGrößedes
DNA-bindenden Proteins getroffen werden musste, da SepL EDL933 aufgereinigt vorlag, wurde
auch die elektrophoretischeAuftrennung in einem nativen Polyacrylamidgel anstelle des sonst
üblichen SDS-Gels (s. II.9.2.2.) durchgeführt. Auch hier wurde keine DNA-Bindung erzielt.
Versuche einer Gel-Retention mit aufgereinigtem Protein und PCR-Amplifikaten potentieller
Regulationsstellenaus IR EDL933 (z.B.des nachgewiesenenPromotor-Bereichs desEsp-Operons,
s. 9.) lieferten ebenfalls keine positiven Resultate. Eine DNA-bindende Eigenschaft von
SepLEDL933 konnte somit weder bestätigt noch dementiert werden. Möglich ist, dass das
Fusionsprotein His'-'SepL EDL933 nicht reaktiv war, dass die Regulationsstelle von SepL EDL933
übergeordnet indieExpressionskaskadederVirulenzfaktorenvonEHECeingreiftundsomitan
anderer Stelle als IR EDL933 lokalisiert ist oder dass es zur DNA-Bindung von SepL EDL933 eines
Liganden bzw. einer zweiten Komponente für ein Heterodimer oder der Modifikation von
SepLEDL933 bedarf. Es wurde in 6.9. gezeigt, dass SepL EDL933 an ein sekretiertes Protein der
Größe von etwa90 kDabindet.Denkbar ist, dass dieses Protein bereits bei der Interaktion im
Cytoplasma eine Konformationsänderung bewirkt, die für eine DNA-bindende Aktivität von
SepLEDL933 notwendig ist. Typische HLHM-Regulationsproteine mit DNA-Bindungskapazität
besitzenimN-Terminuseinebasische α-Helix,diedirektandasHLHMangrenzt(Benezraetal.
1990). Sollte SepL eine DNA-bindende Funktion besitzen, dann sicherlich über die in 6.1.
aufgezeigten positiven Bereiche. Andererseits könnte die Regulation der Expression mittels
SepLEDL933auchin indirekterWeiseerfolgen, indemeineInaktivierungandererRegulatorenmit
HLHMdurch eineHeterodimerisierungmit Hilfe diesesMotivs erfolgt (Benezra et al. 1990).
Für die Aufklärung der regulatorischen Funktion von SepL bedarf es weiterführender
Experimente wie z.B. den allgemeinen Nachweis der DNA-bindenden Eigenschaft von SepL.
Eine möglicherweise hierfür geeignete Methode ist die random-Oligomer-Selektion nach
PollockundTreisman(PollockundTreisman,1990),durchdienebendemNachweisderDNA-
Bindung auch die spezifische Nukleotidsequenz determiniert werden kann.Weiterhin sollte in
Betracht gezogen werden, dass SepL möglicherweise ein multifunktionales Protein ist. Einige
Chaperone des Typ III Sekretionsystems üben neben ihrer Aufgabe als Protektor für die zu






DasersteGendownstreamvon eaeAEDL933  ist pasEDL933.DiesesGenwarbisFebruar1998nicht
in derDatenbank veröffentlicht. Selbst als die gesamte LEE-Sequenz aus EPECE2348/69 am
12.2.1998 in der EMBL-Datenbank erschien, war in dem analogen Sequenzbereich kein




pathogener E. coli  (Elliott et al. 1998) als escD (' E. c oli   protein for s ecretion') bezeichnet.Zu
diesem späten Zeitpunktwar dieVeröffentlichung über pasEDL933 bereits eingereicht und darin
dasGenals pasfür'proteina ssociatedwiths ecretion'bezeichnet.
7.1.  Sequenzanalysevon pasEDL933
Das offene Leseraster von pasEDL933 liegt downstream von eaeA  und in entgegengesetzter
Orientierung. Auf diesem Strang ist pasEDL933 von keinemweiterenORF benachbart, und eine
Nukleotidsequenzähnlicheinemrho-unabhängigenTerminator221bis253bpdownstreamvom
TAA-Stopcodon sowie die Vorhersage eines potentiellen Stickstoff regulierten Promotors 273
bpupstreamvomATG-Startcodon lassen denSchluss auf einemonocistronischeTranskription
von pasEDL933 zu. Die 1221 bp lange Sequenz kodiert für 406 aa mit einem vorhergesagten
Molekulargewichtvon45259DaundeinempI-Wertvon6,96,undistmiteinemWertvon105
sehraliphatisch.
Um die Konservierung in anderen STEC-Stämmen zu überprüfen, wurden die pas-Gene aus
EHECE32511/0 und STEC 413.89-1 kloniert und sequenziert. DieHomologien auf Basis der
Aminosäuresequenzwarenmit97,3%bzw.99,5%Identitätund98%bzw.99,5%Similariät im
Vergleich zu Pas EDL933 signifikant. Diese Daten zeigten, dass Pas innerhalb von STEC stark
konserviert ist. Die ebenfalls hohe Homologie zu EscD aus EPEC E2348/69 sowie weitere
homologeVirulenzfaktorensindinTab.15angegeben.
Die Analyse der Aminosäuresequenz mit PSORT (Nakai und Kanehisa, 1991) ergab, dass
PasEDL933 keine N-terminale Signalsequenz besaß, und die vorhergesagte Topologie war die
bakterielle innere Membran. Diese Vorhersage stimmte mit der Beschreibung des homologen
Protein YscD aus Yersinia pestis  überein, dessen Funktion als Bestandteil des Typ III
SekretionssystemsimTransportvonVirulenzfaktorendurchdiebakterielleMembranunddessen
LokalisationinderinnerenMembranbestimmtwordenwar(PlanoundStraley,1995).PscDaus
Pseudomonas aeruginosa  ist ebenfalls einBestandteil des Typ III Sekretionssystem und damit
notwendig für den Transport von Virulenzfaktoren aus Pseudomonas. Der Vergleich der
Hydrophobizitäsplots mit Hilfe des TopPred II (Claros und von Heijne, 1994) und des Kyte-
DoolittleAlgorithmus(KyteundDoolittle,1982)zeigtemarkantestrukturelleÄhnlichkeitender




und die Pas homologen Proteine YscD und
PscD. Die Aminosäuresequenzen von
PasEDL933,PscD(EMBL acc.no. U56077)und
YscD (EMBL acc. no. M74011)wurdenmit
dem Programm TopPredII und dem Kyte-
Doolittle Algorithmus analysiert (Kyte und
Doolittle, 1982; Claros und von Heijne,
1994). Der Pfeil repräsentiert Pas EDL933, die
beiden Balken im Pfeil sowie die
entsprechenden Unterlegungen im
Hydrophobizitätsplot zeigen zwei sichere
TransmembrandomäneninPas EDL933 an.


















































Abb. 59: Vergleich zwischen Pas EDL933 und bakteriellen Permeasen. Die N-terminale Region des Proteins
enthält zwei vorhergesagte Transmembrandomänen (P 78-D98 und R 115-P148). Aminosäuren, die an einer
Position überwiegen, sind in 'Mehrheit' angegeben, konservierte Aminosäuren sind darüberhinaus im
Alignment fett geschrieben und in der Zeile 'Konsensus' mit einem Stern markiert. Pas EDL933, EHEC
EDL933; Pas E32511/0, EHEC E2511/0; Pas 413.89-1, STEC 413.89-1; Pas RDEC-1, kaninchenpathogenes EPEC
RDEC-1 (EMBL acc. no.  U59503);HemU, Y . enterocolitica  (SPTREMBL acc. no.  P74980); FepG, E. coli
(SWISSPROT acc.no. P23877);FxuA, Mycobacterium smegmatis  (SPTREMBL acc.no. Q50376);BtuC, E.
coli  (SWISSPROT acc.no. P06609);CbrC, Erwinia chrysanthemi  (SWISSNEW acc. no. Q47086);FecD, E.
coli (SWISSPROT acc.no. P15029).
7.2.  Konstruktion einer in-frame Deletionsmutante von pasEDL933 und Analyse der
sekretiertenProteinevonEHECEDL933 ∆pas
MittelsOE-PCRundhomologerRekombination,wie unter II.9.6.3. beschriebenund analog zu
4.2.,wurdeeine in-frameDeletionvon pasEDL933 generiert,dielediglich100bpdes5'-Endesund
161bpdes3'-EndesdesGensbeinhaltete (s.Abb.60;Kresseet al.1998).Somitwaren320aa
desProteinsdeletiert.DieDeletionsmutanteEHECEDL933 ∆pas zeigte sich in ihrerFähigkeit,
dieProteineEspA EDL933,EspB EDL933,undEspD EDL933zusekretieren,starkbeeinträchtigt,wiemit
HilfevonWesternBlotAnalysen nachgewiesenwerdenkonnte (Kresse et al. 1998).Hingegen
wardieintrazelluläreExpressiondieserProteinenichtverändert.DieSekretionvonEspA EDL933,
EspBEDL933 und EspD EDL933 konnte durch die in pCR 2.1 ligierte und in trans  zur Verfügung
gestellte vollständige Gensequenz von pasEDL933 in EHEC EDL933 ∆pas wiederhergestellt
werden(Kresseetal.1998).
R L P R L L L A S V I G A A L A V S G A I G Q Y V L L N P L A E P
Konsensus
124 134 144
R K K R L I L A S V I G A T F A L S G A I G S Y V L L S P K A E P 116
R K K R L I L A S V I G A T F A L S G A I G S Y V L L S P K A E P 115 PasE32511/0
R K K R L I L A S V I G A A I A L S G A I G S Y V L L S P K A E P 115 Pas413.89-1
R K K R L I L A S V I G A A I A L S G A I G S Y V L L S P K A E P 30 PasRDEC-1
R L P R V L L A V V V G C A L A V S G A I M Q G L F R N P L A D P 53 HemUYEREN
R L P R V L M A L L I G A A L G V S G A I F Q S L M R N P L G S P 59 FepGECOLI
R M P R M L M A L L I G A A L G V S G A I F Q A L T R N P L G S P 69 FxuAMYCSM
R L P R T L A V L L V G A A L A I S G A V M Q A L F E N P L A E P 56 BtuCECOLI
R L P R V V L A A L V G G A L A V S G L I L Q A M I R N P L A S P 77 CbrCERWCH
R L P R L L L A L F V G A A L A V A G V L I Q G I V R N P L A S P 51 FecDECOLI
Mehrheit* * * * * * ** * * ** ** **
EscDEPEC
R K K R L I L A S V I G A T F A L S G A I G S Y V L L S P K A E P 115 PasEDL933
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Abb. 60: Schematische Darstellung der Deletion von pasEDL933. Gestrichelte Linien im Schema zeigen
deletierteBereichean.(a)Positionvon pasinnerhalbderIR EDL933.(b)PositionderausdenDeletionsprimern
resultierendenDeletionsfragmenteunddeletierterORF.
Nebenden für die pasESDL933-Deletionsmutante untersuchtenProteinenEspA,EspD und EspB,
dieaufeinemOperonkodiert vorliegen (s. 9.), sind nochweitereProteine für diePathogenität
vonEHECnotwendig, die über dasTyp III Sekretionssystem ausgeschleustwerden. Es ist für
dasEspEhomologeTirProteinausEPECE2348/69vermutetworden,dassdieSekretionnicht
mittelsdesTypIIISekretionssystemserfolgte,dademanalysiertenN-TerminusvonTirausden
Kulturüberständen von EPEC E2348/69 das Methionin fehlte (Kenny et al. 1997b), obgleich
bekannt war, dass ein funktionsfähiges Typ III Sekretionssystem für die Translokation des
bakteriellenIntimin-RezeptorsindieMembranderWirtszelle notwendig ist (Wolffet al.1998;
Kennyetal.1997b; Jarviset al.1995).MitderDeletion von pasEDL933 warmöglicherweiseein
Transportprotein des Typ III Sekretionssystems ausgeschaltet und somit die Sekretion über
diesen Mechanismus nicht mehr möglich. Daher wurde die Sekretion von EspE in dieser
MutantemittelsWestern Blot Analyse von Kulturüberständen untersucht. DerWildtyp EHEC
EDL933sekretierteEspEwieerwartet in denKulturüberstand,währendder gefällteÜberstand
vonEHECEDL933 ∆pas aufderHöhevonEspEkeinSignal imWesternBlotaufwies(s.Abb.
61). Gesamtzellextrakte vom Wildtyp und von der pasEDL933-Mutante unterlegten, dass EspE
sehr wohl exprimiert wurde (nicht gezeigt). Daraus ließ sich folgern, dass nicht nur die
Translokation,sondernbereitsdieSekretiondesIntimin-RezeptorsEspEvoneinemintaktenTyp
IIISekretionssystemabhängigist.
Abb. 61: Sekretion von EspE in EHEC EDL933 ∆pas.
TCA-gefällteKulturüberständevonEHECEDL933(A)
und EHEC EDL933 ∆pas wurden mittels Western Blot
Analyse mit mAb-anti-EspE untersucht. Die Sekretion
von EspE EDL933 war in der pasEDL933-Mutante
















7.3.  AdhärenzundInvasivitätder ∆pasEDL933-Mutante
DieDeletionsmutante von pasEDL933 wurde in parallelen Versuchen zu 7.2. in ihren virulenten
Eigenschaften untersucht.HeLa-Zellenwurdenmit 'aktivierten' Bakterien infiziert und sowohl
Plattierungs- als auch Invasionsversuchen unterzogen.Die Adhärenz von EHEC EDL933 ∆pas
anHeLa-Zellenwarumüber3log-Einheitenvermindert(0,4%imVergleichzumWildtyp)und
lagsomitimBereichderNegativkontrolle E.coli  XL1Blue(s.Abb.62A).DieKomplementation
in trans  durch pKSC2 führte zu einer Adhärenz von 16,6% gegenüber dem Wildtyp.
VergleichbareWertezeigtensichbeiInvasionsversuchen,indenendie pasEDL933-Mutantenurzu
0,2%inderGegenüberstellungzumWildtypinvadierten(s. Abb.62B).Auchhierwurdedurch
die zur Verfügungstellung von pasEDL933 in trans  eine partielle Komplementation von EHEC
EDL933∆pas erreicht. Die Negativkontrolle E. coli  XL1Blue zeigte hier sehr deutlich keine
invasivenFähigkeiten(0%).
Abb. 62:Adhäsion und Invasion vonEHECEDL933 ∆pas. DerWildtypEHECEDL933 (1), die pasEDL933-
Mutante EHEC EDL933 ∆pas (2) sowie die Komplementationsmutante EHEC EDL933 ∆pas[pKSC2] (3)
wurdenaufihreFähigkeiten,anHeLa-Zellenzuadhärieren(A)bzw.HeLa-Zellenzuinvadieren(B),getestet,
wie in II.6.1.beschrieben.AlsNegativkontrolle für den Invasionstestwurde E. coli  XL1Blue  (4) eingesetzt.
Die Differenzen zwischen der pasEDL933-Mutante und sowohl dem Wildtyp wie auch der
Komplementationsmutantewarenstatistischsignifikant( P ≤0,05).
7.4.  Elektronenmikroskopische Analyse von EHEC EDL933 ∆pas-infizierten HeLa-
Zellen
DieDarstellungdesVerlustesadhärenterund invasiverEigenschaftenvonEHECEDL933 ∆pas
wurde durch rasterelektronenmikroskopische Analysen ergänzt. Die Infektion des Wildtyp-
Stammes EHEC EDL933 führte zur Bildung von Mikrokolonien auf den HeLa-Zellen mit
durchschnittlich 50-90Bakterien/HeLa-Zelle (s. Abb. 63A).DieBakterienwaren vielfach von
Mikrovilli derWirtszelle umschlungenund bildeten ihrerseits die in 4.7. beschriebenen EspA-
Filamente aus (s. Pfeil in Abb. 63). Die Invasion desWildtyps in HeLa-Zellen konnte durch
Ultradünnschnitte und Transmissionselektronenmikroskopie nachgewiesen werden (s. Abb.























die an HeLa-Zellen anhafteten, waren nicht von Mikrovilli umschlungen und schienen eher
zufälligaufzuliegen(s.Abb.63C).EspA-FilamentähnlicheStrukturenwurdennichtbeobachtet,
und trotz ausgiebigenScreenings vonUltradünnschnittenwurde kein intrazelluläres Bakterium
gefunden(s.Abb.63D).
EHEC EDL933 ∆pas[pKSC2] adhärierte hingegen an die HeLa-Zellen und bildete
Mikrokolonien (a. Abb. 63E). Ebenso konnten in der Analyse von Ultradünnschnitten
intrazelluläreBakteriennachgewiesenwerden(s.Abb.63F).
Abb. 63: Elektronenmikroskopische Analyse von Adhäsion und Invasion von EHEC EDL933 ∆pas. Die
Adhäsivität und Invasivität von EHEC EDL933 (A und B), EHEC EDL933 ∆pas (C und D) und EHEC
EDL933∆pas[pKSC2] (E und F) nach 6 h Infektion von HeLa-Zellen wurden mittels
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rasterelektronenmikroskopischer (A, C und E) und transmissionselektronenmikroskopischer (B, D und F)
Verfahren untersucht. In D ist ein einzelnes nicht-adhärierendes Bakterium durch einen Pfeil
hervorgehoben.Balkenrepräsentieren5µm(A,CundE)bzw.2,5µm(B,DundF).
7.5.  ImmunfluoreszenzmikroskopischeAnalysevonEHECEDL933 ∆pas
Es sollten die aus 7.3. und 7.4. gefundenen Ergebnisse durch Immunfluoreszenz bestätigt
werden.ZudemwaresvonInteresse,obdiewenigenadhärentenBakteriennacheinerInfektion
von EHEC EDL933 ∆pas an HeLa-Zellen in der Lage waren, eine Signaltransduktion
durchzuführen und Aktin zu akkumulieren. Die immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen
bestätigten, dass der Wildtyp in Mikrokolonien an die HeLa-Zellen adhärierte und die
Akkumulation von Aktin unterhalb der Bakterien verursachte (s. Abb. 64A und B), während
EHECEDL933 ∆pas nichtmehrinderLagewar,andieHeLa-Zellenzuadhärieren(s.Abb.64C
undD).EsfandensichzwarnochsehrvereinzeltBakterienaufdenZellen,aberunterhalbdieser
war in der eukaryontischen Zelle keine Aktin-Akkumulationen durch Phalloidin-FITC
Anfärbung sichtbar (s. Pfeile in Abb. 64C und D). Zudem wiesen die HeLa-Zellen nach 6 h
InfektionmitEHECEDL933 ∆pas nichtdiefürdieInfektionmitdemWildtyp-Stammtypischen
Stressfasernauf.Demnach erfolgte bei der pasEDL933-Mutante keineSignaltransduktion, die zur
Aktinakkumulation oder zu anderen Veränderungen des Aktingerüsts geführt hätte. Bei der
Infektion mit EHEC EDL933 ∆pas[pKSC2] waren hingegen wieder adhärente Bakterien





EDL933∆pas[pKSC2] (E und F). Die Bakterien wurden mit AS-anti-O157 und TRITC-gekoppeltem
sekundären Antikörper (A, C und E) und das Aktin der eukaryontischen Zellen mit FITC-gekoppeltem
Phalloidin(B,DundF)markiert.
DieErgebnisseaus7.4.und7.5.unterstützendieVermutung,dassdasTypIIISekretionssystem
und die sekretierten Proteine grundlegend an der Initialbindung der Bakterien an die
Epithelzellen beteiligt sind. Mit der Inhibition der Sekretion der Esp-Proteine ging auch ein
absoluter Verlust der Adhärenz einher; somit existieren keine weiteren Adhäsionsfaktoren in
EHEC,diewiez.B.dieBFPinEPECdiesenVerlustmaskierenwürden.
7.6.  HerstellungpolyklonalerAntikörpergegenPas EDL933
PasEDL933 war für die Sekretion, nicht aber für die Expression der für dieVirulenz von EHEC
EDL933wichtigenEspProteinenotwendig.AufGrundderallgemeingültigenFunktion füralle
bis dahin untersuchten sekretiertenProteine (EspA,EspB,EspDundEspE) undwegender für
Chaperone des Typ III Sekretionssystems (Wattiau et al. 1994) fehlenden charakteristischen
Eigenschaften kleines Molekulargewicht, saurer pI-Wert und amphiphatische α-Helix im C-
terminalen Ende der Aminosäuresequenz durfte davon ausgegangen werden, dass es sich bei
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PasEDL933 nichtumeinChaperondesTyp IIISekretionssystemshandelte.Zudemwaren für die
Proteine EspB und EspB/EspD aus EPEC bereits potentielle Chaperone identifiziert worden
(Wainwright und Kaper, 1998; Donnenberg et al. 1997), deren Homologe auch in EHEC
EDL933 kodiert vorliegen. Die fortführende Untersuchung von Pas EDL933 zur Aufklärung der
Lokalisation und der Protein bindenden Eigenschaften sollte mit Hilfe von spezifischen
AntikörperngegenPas EDL933 erfolgen.
7.6.1.  ÜberexpressionvonPas EDL933
Das pasEDL933-Gen wurde mit den Primern ANK49 und ANK50 amplifiziert und in pCR2.1
ligiert (pANK194). Nach Bestätigung der korrekten Sequenz durch Sequenzierung wurde
pasEDL933 aus pANK194 durch BamHI/KpnI-Verdau ausgeschnitten und in den
Überexpressionsvektor pQE30 ligiert (pANK198). Die Anzucht des rekombinanten
Fusionsproduktes His'-'Pas EDL933 erfolgte im E. coli -Stamm M15[pREP4]. Vorversuche zur
Überexpression ergaben, dass His'-'Pas EDL933 in einer unlöslichen Fraktion des
überexprimierendenStammesvorlag.SomitmusstedasFusionsproteinaufdenaturierendeWeise
aufgereinigt werden (s. Abb. 65). Die Überexpression und Aufreinigung erfolgten im 500 ml
Maßstab unter dentaturierenden Bedingungen nach Angaben des Herstellers. Die Elution von
His'-'PasEDL933erfolgteinPufferF.
Abb. 65: Überexpression und Auf reinigung des His'-'Pas EDL933
Fusionsproduktes. pasEDL933 wurde in den Überexpressionsvektor
pQE30 kloniert und als His'-'Pas EDL933 Fusionsprodukt
überexprimiert. Die Aufreinigung erfolgte wie in 7.6.1.
beschrieben. Aliquots wurden in einem SDS-PAGE aufgetrennt
und Coomassie gefärbt. (M) Molekularer Standard, die Pfeile
indizieren die angegebenMolekulargewichte; (A) Rohextrakt der
überexprimierten Kultur; (B) aufgereinigtes His'-'Pas EDL933
Fusionsprodukt nach Dialyse gegen PBS. Die Position des




Freund'schen Adjuvans versetzt und intraperitoneal einer C57BL/6-Maus gespritzt. Nach 15
TagenerfolgtederersteBooster,undweitere15TagespäterwurdedasBlutgesammelt,unddie
spezifischenPas EDL933 Antikörper(AS-anti-Pas EDL933)wurdenabgetrenntundbei-20°Cgelagert.
Die Immunspezifität von AS-anti-Pas EDL933 wurde durch ELISA und Western Blot ermittelt
(nicht gezeigt). In der Western Blot Analyse mit Gesamtzellextrakt aus EHEC EDL933 und









7.7.  LokalisationvonPas EDL933
EHECEDL933wurde durchAnzucht inDMEMmit 100mMHEPES zur starken Expression
undSekretion der bekanntenEsp-Virulenzfaktoren angeregt,was im Anschluss durchWestern
BlotAnalysebestätigtwerdenkonnte(nichtgezeigt).DiebakterielleKulturwurdeinÜberstand
(sekretierte Proteine), Periplasma, Cytoplasma und Periplasma, äußere Membran und innere
Membran fraktioniert. Nach der Proteinbestimmung der erhaltenen Fraktionen wurden gleiche
Proteinmengen (30 µg) mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Immunoblotting AS-anti-
PasEDL933 analysiert (s. Abb. 66). Als Kontrolle diente das aufgereinigte Fusionsprodukt His'-
'PasEDL933(6µg),welches bei ca.46kDawegenderzusätzlichenHistidineetwashöher lief als









Proteinmitetwa51kDaum6kDagrößerzu sein schienalsdas bona fide  45kDaProteindes
Cytoplasmas(s.Abb.66D).JedochstimmtendieMobilitätendieserundzweierweitererBanden
-einestärkereReaktionbeietwa59kDaundeineschwacheReaktionbeietwa45kDaergebend
- exakt mit den für die cytoplasmatische Fraktion bestimmten reaktiven Banden überein
(vergleiche Abb. 66D und F). Um zu bestimmen, welche der drei beobachteten Proteine dem
PasEDL933 entsprach, wurde auch die ∆pasEDL933-Mutante fraktioniert und die Fraktionen der
inneren Membran sowie des Cytoplasmas wurden einer Western Blot Analyse unterzogen.
Hierbei ergab sich, dass alle drei mit AS-anti-Pas EDL933 reagierenden Banden nicht in EHEC
EDL933∆pas,sondernnur imWildtyp-Stammzudetektierenwaren(s.Abb.66GundH,vergl.
Abb.66DundF).
Abb.66:Sub zelluläreLokalisationdesPas EDL933 Proteins.BakterielleKulturenvonEHECEDL933(B-F)und
EHECEDL933 ∆pas (GundH)wurden fraktioniert,und die Proteinextraktewurden in einemSDS-PAGE
aufgetrennt(0,6µgdesaufgereinigtenPas EDL933inA,jeweils30µgProteineindenSpurenB-H)undineinem
ImmunoblotmitHilfevonmAb-anti-Pas EDL933analysiert,umdieTopologiedes pasEDL933kodiertenProduktes
zubestimmen.(A)AufgereinigtesHis'-'Pas EDL933;EHECEDL933, (B)sekretierteProteine, (C)Fraktionder
äußerenMembran,(D)FraktionderinnerenMembran,(E)periplasmatischeFraktion,(F)cytoplasmatische







Fraktion; EHEC EDL933 ∆pas, (G) Fraktion der inneren Membran, (H) cytoplasmatische Fraktion. Die
MolekulargewichtederHauptbandensinddurchPfeilehervorgehoben.
Daraus ließ sich schließen, dass alle drei Banden dem Protein Pas EDL933 zuzuschreiben waren
oder dass es Proteine gab, die mit dem Pas EDL933 spezifischen Antiserum reagierten und
gleichzeitig in ihrerExpressionvonderExpressionvonPas EDL933 abhängigwaren -wasnahezu
ausgeschlossenwerdenkonnte.SchließlichbestandnochdieMöglichkeit,dasssichPas EDL933 mit
anderen Proteinen beispielsweise kovalent zu Heteromeren zusammenschloß und diese in der
WesternBlotAnalysedetektierbarwaren.DaherwurdendiebetreffendenFraktionenfür30min
statt routinemäßig 5 min im SDS-Ladepuffer gekocht oder es erfolgte die Behandlung mit
Iodacetamid.Aber das beobachtete Bandenmuster im Immunoblot blieb erhalten, wodurch die
Bildung von Heteromeren oder intramolekularen Disulfidbrücken, die zu einer veränderten
elektrophoretischenMobilitätvonPas EDL933 geführthätten,ausgeschlossenwurde(nichtgezeigt).
Die Detektion zweier Banden mit geringerer Laufweite impliziert, dass Pas EDL933 auch
posttranslational durch Phosphorylierung oder Acetylierung modifiziert werden könnte. Nach
demVersucheinerDephosphorylierungderFraktionder innerenMembranmittelsPhosphatase
für2hbei37°CändertesichdiebeobachteteelektrophoretischeMobilitätderdreiBandennicht.
Ebenso bewirkte die Vorbehandlung der Probe mit 1 M Hydroxylamin, pH 10 keine
Veränderung des Bandenmusters. Somit konnte auch die Modifikation von Pas EDL933 durch
Esther- oder Thioestherbindungen, die gegenüber Hydroxylamin labil sind (Grand, 1989),
ausgeschlossenwerden.SolltendennochFettsäurenanPas EDL933 gekoppeltwerden,sosicherlich
über Hydroxylamin-stabile Bindungen wie Amid-Verbindungen, wobei Myristylierungen am
häufigsten vorkommen. Tatsächlich zeigte die Aminosäuresequenz von Pas EDL933 bei einer
Motivsuche (Appel et al. 1994) sieben vorhergesagteMyristylierungsstellen:G 12-R17, G 29-D34,
G127-L132,G 134-Y139,G 234-F239,G 367-I372undG 390-R395).AnderebakteriellePermeasenenthalten
mitunter eine große Zahl annotierter Myristylierungsstellen: EscD aus EPEC E2348/69 (8),
Haemin Permease HmuU aus Yersinia enterolitica und Y. pestis  (10), Chlorid/Dicitrat-
Transportsystem Permease CbrC aus Erwinia chrysanthemi  (11) oder Eisenchrom-
Transportsystem Permease aus E. coli  (14).DerNachweis einerMyristylierung eines Proteins
warimRahmendieserArbeitnichtdurchführbar.
7.8.  PasEDL933-Protein-Bindungsverhalten
Es ist für andere Proteine, wie z.B. SecA aus E. coli  (Economou und Wickner, 1994),
nachgewiesen worden, dass der von ihnen bewirkte Transport von Zielproteinen mit einem
alternierendenZyklusvonInsertionindieinnereMembranundanschließenderRückverlagerung
in das Cytoplasma verbunden ist. Hierbei sind die modifizierten Formen solcher
TransportproteinedurchihreveränderteelektrophoretischeMobilitätnachweisbar.Aufgrundder
determinierten Rolle von Pas EDL933 in der Sekretion von Esp Proteinen und wegen der
LokalisationeinermöglicherweisemodifiziertenFormvonPas in der innerenMembranwurde
dasBindungsverhaltenvonPas EDL933andie sekretiertenProteine untersucht.DaHis'-'Pas EDL933
unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigt worden war, wurden parallel zum
Bindungsverhalten des aufgereinigten Fusionsproteins auch die Fraktionen des Cytoplasmas
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(Hauptbande 45 kDa) und der inneren Membran (Hauptbande 51 kDa) analysiert. Hierfür
wurden Streifen der elektrophoretisch aufgetrennten und immobilisierten sekretierten Proteine
ausEHECEDL933mitdemaufgereinigtemProteinoderderentsprechendenFraktioninkubiert,
gewaschen, und Pas EDL933 wurde durch das spezifische Antiserum detektiert (s.  Abb. 67A-C).
DieAnwesenheitdersekretiertenProteineaufdenImmunoblotstreifenwurdedurchdieparallele
DetektiondereinzelnenProteineEspA,EspB,EspDundEspEmittelsspezifischermonoklonaler
Maus-Antikörpernachgewiesen(s. Abb.67D-G).Pas EDL933 bindetnachdenErgebnissendieser
UntersuchungandenIntimin-RezeptorEspE,undzwarsowohlalsFusionsproteinalsauchinder
cytoplasmatischen Form (s.  Abb. 67A und B). Die Fraktion der inneren Membran hingegen
konntedieBindungvonPas EDL933 anEspEnichtvermitteln(s. Abb.67C).AufgereinigtesHis'-
'PasEDL933 zeigte in diesemVersuch auch die Bindung an ein ad dato unbekanntes sekretiertes
Protein einer Größe von ungefähr 53 kDa sowie eine schwache Bindung an ein Protein der
elektrophoretischenMobilitätvonEspB EDL933(s. Abb.67A).AusdenBindungsstudienmitden
Fraktionen ( Abb. 67B und C) wurde ersichtlich, dass die in 7.6.2. erwähnte unspezifische
Reaktivität nicht durch EspB EDL933 erzeugt worden ist, so dass es sich bei dem Ergebnis der
Protein-BindungsstudietatsächlichumEspB EDL933 handelnkönnte.
Abb.67:Bindungvon Pas EDL933 an sekretierte Proteine ausEHECEDL933.Kulturüberstände vonEHEC
EDL933 wurden konzentriert, durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert. Diese wurde in Streifen geschnitten und mit aufgereinigtem Pas EDL933 (A), der Pas EDL933
enthaltenden cytoplasmatischen Fraktion (B) oder der Fraktion der inneren Membran (C) aus EHEC
EDL933 inkubiert. Gebundenes Pas EDL933 wurde durch Immunoblotting mit Hilfe von AS-anti-Pas EDL933
detektiert.DieLokalisationvonEspA EDL933(D),EspB EDL933(E),EspD EDL933(F)undEspE EDL933(G)wurdein
parallel mit den entsprechenden monoklonalen Antikörpern behandelten Membranstreifen bestimmt. Die
molekularenGewichtederHauptbandensinddurchPfeileangezeigt.
Pas wurde als essentielle Komponente des Typ III Sekretionssystems von EHEC identifiziert.
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Pas in einem alternierenden Zyklus zwischen Cytoplasma und Membran die Sekretion von
Proteinen vermittelt, oder ob Pas beispielsweise eine stabilisierende Funktion für den Typ III
Sekretionsapparateinnimmt,bleibtweiterhinzuklären.
8.  BindungssstudienmitLatexBeads
Latex Beads sind inert und binden nicht an Epithelzellen. Werden jedoch Proteine auf die
Oberflächegekoppelt,dieeineadhäsiveEigenschaftfüreukaryontischeZellenbesitzenoderdie
einen Invasionsmechanismus auslösen, dann lässt sich die Bindung bzw. Invasion der Protein-
gekoppelten Latex Beads mit Hilfe der Immunfluoreszenz- oder Elektronenmikroskopie
nachweisen.
FürEHECmuss es initialeBindungengeben, die noch vor der engenBindungmittels Intimin
eineInteraktionzwischenBakteriumundZelleermöglichen.IndieserArbeitwurdegezeigt,dass
EHECEDL933 und STEC 413.89-1EspA-Filamente bildeten, die eine während der Infektion
frühe Verbindung der Bakterien zur eukaryontischen Zelle ermöglichte (s. 4.). Zudem war
gezeigt worden, dass das Typ III Sekretionssystem und sukzessive die sekretierten Proteine
wahrscheinlicheinesolche Initialbindung vermitteln, da eine pas-Mutante vonEHECEDL933
überhauptnichtadhärierte(s.7.).BereitsdasFehlenvonEspAunddamitdasFehlenderEspA-
Filamentegenügte,umdieAdhärenzvonEHECvollständigeinzuschränken(s.4.).Nachdiesen
Befunden sollten eine oder mehrere Komponenten der Lage sein, einen initialen Kontakt der
BakterienzurWirtszellezuvermitteln.ObEspA EDL933 inderLagewar,perseandieWirtszelle
zu binden, oder ob diese Anhaftung möglicherweise durch andere dieser Arbeit zugängliche
Proteine erfolgte, sollte durch die Kopplung der aufgereinigten Proteine an Latex Beads und
anschließendenInfektionsversuchengeklärtwerden.
8.1.  Überexpression und Aufreinigung von Esp-Proteinen für die Kopplung an Latex
Beads




inderpotentiellenToxizitätdesProteinsfürdenExpressionsstamm E.coli  M15[pREP4].Auch
der Versuch einer Klonierung von espDEDL933 in den Expressionsvektor pQE30 durch die
Selektion auf LB-Platten mit Antibiotika unter dem Zusatz von 2% (w/v) Glucose, was die
ExpressiondesP lac-PromotorgekoppeltenFusionsgenszusätzlichreprimierensollte,führtenicht
zumErfolg.ÄhnlicheProblemezeigtensichimVersuchderÜberexpressionvon espDSTEC413.89-1
mittelsGST-Fusion (mdl.MitteilungF. Ebel).Auch fürYopB, demHomologon aus Yersinia,
wurde berichtet, dass dieÜberexpression desGens für einen E. coli  K-12-Stamm toxisch war
(NeytundCornelis,1999).
DieÜberexpressionvonEspA EDL933erfolgtewie fürdieanderenProteine imQIAexpressionist-
System(Qiagen).Das espAEDL933-GenwurdemitdenPrimernANK14undANK15amplifiziert
und in pCR2.1 ligiert (AKSK256). Nach Bestätigung der korrekten Sequenz durch
Sequenzierungwurde espAEDL933 aus pCR2.1 durch BamHI/KpnI-Verdau ausgeschnitten und in
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den Überexpressionsvektor pQE30 ligiert (pANK203). Die Anzucht des rekombinanten
Fusionsproduktes His'-'EspA EDL933 erfolgte im E. coli -Stamm M15[pREP4]. Vorversuche zur
Überexpression ergaben, dass His'-'EspA EDL933 in der löslichen Cytoplasma-Fraktion des
überexprimierenden Stammes vorlag. Damit konnte das Fusionsprotein auf native Weise
aufgereinigt werden (s. Abb. 68). Die Überexpression und Aufreinigung erfolgte im 500 ml
Maßstab.DieElutionerfolgteineinemStufengradientenbei0,2MImidazol.
Abb. 68: Überexpression und Auf reinigung des His'-'EspA EDL933
Fusionsproduktes. espAEDL933 wurde in den Überexpressionsvektor
pQE30kloniertundalsHis'-'EspA EDL933Fusionsproduktüb erexprimiert.
Die Aufreinigung erfolgte wie in 8.1. beschrieben. Aliquots wurden in
einemSDS-PAGEaufgetrenntundCoomassiegefärbt. (M)Molekularer




Die einfache Kopplung von Proteinen an Latex Beads (polystyrene, sulfate modified,
fluorescent, Sigma L-0403) erfolgte durch die Inkubation der Proteinlösung mit 50 µ l
gewaschenen Latex Beads über Nacht und die Aufnahme in 200 µ l sterilem PBS nach
mehrmaligem Waschen. Es erfolgte die Kopplung von EspA EDL933, EspB EDL933, SepL EDL933
sowie dieKopplung einesGemisches der drei genannten Proteine.Als KontrollewurdenBSA
gekoppelte LatexBeads hergestellt. Die Kopplungseffizienzwurde anschließendmitHilfe des
FACS(Fluoreszenz-AktivierterZell-Sortierer)analysiert(s.Abb.69).
Abb. 69: Bestimmung der Kopplungseff izienz aufgereinigter
Proteine an Latex Beads. Die überexprimierten und
aufgereingten Proteine E spA (A), EspB (B) und SepL (C)
sowieeinGemischdieserProteine(D)wurdenüberNachtmit
Latex Beads inkubiert und anschließend mehrfach mit PBS
gewaschen. Die Effizienz der Kopplung der Proteine an die
Beads (grüne Linie) wurde mit Hilfe eines FACS analysiert,


















der analysierten Proben konnte eine Anhaftung der Protein-gekoppelten Latex Beads an die
eukaryontischen Zellen beobachtet werden, die signifikant höher war als die der BSA-
gekoppeltenLatexBeads,diealsKontrolleeingesetztwurden.
9.  TranskriptionelleOrganisationvonIR EDL933
DieExpression vonVirulenzfaktoren pathogenerMikroorganismen unterliegt oft einer strikten
Kontrolle, um einen unnötigenEnergieaufwandoderweiterreichendeKomplikationenwährend
desWachstumsaußerhalbdesWirtesbzw.inentferntvomInfektionslocussituiertenNischenzu
vermeiden (Akerley et al. 1995). Zudem war gezeigt worden, dass EPEC bei Kontakt mit
eukaryontischen Zellen eine de novo  Biosynthese sekretierterProteine durchführte, die für die
erfolgreiche Besiedlung des Wirtes notwendig war (Rosnshine et al. 1996). Der
Infektionsprozess schließlich kann in mehrere Schritte untergliedert werden, in denen die
Expression der notwendigen Faktoren an- oder abgeschaltet werden können. So z.B. wird die
Expression von Intimin nacherfolgreicherengerAdhäsion vonEPECanHeLa-Zellen herunter
reguliert  (Knuttonetal.1997),oderdie fürdie InfektiondurchEPECundSTECnotwendigen
surface appendages , die das sekretierte und bei Zellkontakt de novo  synthetisierte EspA
enthalten, erfahren ebenfalls eine 'Abschaltung', verdeutlicht durch das Schwinden
nachweisbarerEspA-FilamentebeiadhärentenBakterien(Knuttonetal.1998;Ebeletal.1998).
Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Nukleotidsequenz zwischen eaeA  und
einschließlich espB  aus EHEC EDL933 für fünf ORFs kodiert. Der erste ORF pasEDL933 liegt
einzeln auf dem komplementären DNA-Strang downstream von eaeA  und wird vermutlich
monocistronisch transkribiert (s. 7.1.). Die anderen vierORFs kodieren für ein regulatorisches
Protein SepL EDL933, dessen Lokalisation im Cytoplasma, in der äußeren Membran und in der
innerenMembranist,sowiefürdiedreiüberdasTypIIISekretionssystemsekretiertenProteine
EspAEDL933, EspD EDL933 und EspB EDL933. Die Abstände zwischen den Genen sepLEDL933-
espAEDL933-espDEDL933-espBEDL933 betragen58 bp - 12 bp - 20 bp. Somitwar eine gemeinsame
TranskriptiondieservierORFsdenkbar.UmdieTranskriptionseinheitendereinzelnenGenezu
bestimmen, wurden RNA-Analysen - basierend auf den für die Sekretion der Esp Proteine
nachgewiesen induktiven Bedingungen in Zellkulturmedium mit HEPES - durchgeführt. Das




Amplifikation Gen-interner Nukleotidsequenzen und anschließender radioaktiver Markierung
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mit [ α-32P]dCTP spezifische Sonden für die Detektion der pasEDL933, sepLEDL933, espAEDL933,
espDEDL933oder espBEDL933enthaltendenmRNAgeneriert(s.Abb.70).
Abb. 70: SchematischeDarstellung der durch PCR-Amplifikation generierten DNA-Sonden. Diemittels k-
PCRamplifiziertenBereicheausEHECEDL933sindoberhalbderSkalierungvonIR EDL933 indenjeweiligen
denORFentsprechendenFarbeneingezeichnet.Die tabellarischeLegendegibtdie inder jeweiligenk-PCR
verwendetenPrimerpaareunddenmitdemPCR-ProduktdetektierbarenORFan.
Die Induktion der bakteriellen Kultur zur Gewinnung von Gesamt-RNA wurde wie für die
Gewinnung sekretierter Proteine durchgeführt (s. II.7.4.), um zumindest eine effektive
Expressionvon espA,  espD und espB  zugewährleisten.ParallelwurdendieBakterienbei37°C
in LB-Medium angezogen, da die Bedingungen für die Expression der Gene pasEDL933 und
sepLEDL933 nichtbekanntwaren.
Für die Sonden derGene pasEDL933 und sepLEDL933 wurden keine Signale in der Northern Blot
Analyse erhalten, was ihre Expression bzw. die Intensität ihrer Expression unter den
angewandtenBedingungen inFragestellte.MöglichwarebensodasVorliegenrelativ instabiler
mRNAs, das zurVerfehlung ihrerDetektion führte. Die Sonden für die Gene der sekretierten
Proteine hybridisierten in derNorthernBlotAnalyse ausschließlichmit einemTranskript einer
Größevonetwa2,8kb(s.Abb.70).DieseGrößeentsprichtderLängeeinerNukleotidsequenz,
diesowohldiekodierendenBereichederdreiGene espAEDL933, espDEDL933 und espBEDL933-vom
Startcodonvon espAEDL933biszumStopcodonvon espBEDL9332675bp-sowiezusätzlich ±100
bp enthält.EinTranskript dieserLänge, das dieGene der drei sekretierten Proteine beinhaltet,
begründet, dass sich sepLEDL933 nicht in der gleichenOperator-Einheit befindet, was durch ein
fehlendesSignalder sepLEDL933-Sondeunterstütztwird.ZudemkannhierdurchdieMöglichkeit
einer 5'-Prozessierung eines potentiellen größeren Transkriptes ausgeschlossen werden. Die
Kodierung des downstream von espB  lokalisierten ORFs L0019 auf dieser Operator-Einheit







1 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5415




Abb. 71: Northern Blot Analyse des espAEDL933,
espDEDL933 und espBEDL933 enthaltenden mRNA
Transkripts.Gesamt-RNA aus einer 'aktivierten'
Kultur von EHEC EDL933 wurde in einem
1%igenFormaldehyd-Agarosegelaufgetrennt,auf
eine Membran transferiert und mit espAEDL933,
espDEDL933, espBEDL933und sepLEDL933 spezifischen
DNA-Sondenhybridisiert.DasdetektiertemRNA
Transkript für alle Sonden bis auf sepLEDL933
besaß eine ungefähre Größe von 2,8 kb (Pfeil).
Für sepLEDL933 hingegen konnte kein mRNA
Transkriptzugeordnetwerden.
9.2.  BestimmungdesTranskriptionsstartsdes esp-Operons
Während pasEDL933 und sepLEDL933 vermutlich singulär transkribiert werden, musste der
Transkriptionsstart des polycistronischen esp-Operons mit etwa 100 bp unmittelbar vor dem






deren Lokalisation innerhalb der IR EDL933 in Bezug auf das erste Nukleotid des respektiven
StartcodonssindinTab.16angegeben.
Tab.16:VerwendetePrimerfür5'-RACE
Gen 1.Primer 2.Primer bpbisStartcodon
pas ANK4 ANK5 385
sepL ANK18 ANK19 514
espA ANK9952 ANK9953 318
espD ANK8 ANK9 346
espB ANK9954 ANK9955 452
DieresultierendenPCR-Produktewurden inpCR2.1 ligiert,kloniertunddiePlasmidemehrerer
Klone einesRACE-Ansatzeswurden sequenziert. Für das RACE-Experiment mit spezifischen
Primern für sepLEDL933 wurde kein PCR-Produkt erhalten, das auf die Amplifikation eines
möglichen Transkriptionsstarts hindeutete (das PCR-Produkt in Abb. 72, Spur 2 kann wegen








Der Versuch der PCR-Amplifikation von cDNA in der RACE-Analyse mittels espBEDL933
spezifischerPrimer ergab ein sehr schwachesPCR-Produkt bei etwa2,3 kb,was eventuell auf
die Größe des zu erwartenden Transkripts (s. 9.1.) zurückzuführen ist, allerdings eine für das
esp-Operon erwartete Größe darstellt. Die 5'-RACE-Experimente mit Hilfe der Primer für
espAEDL933 und espDEDL933 resultiertenindenerwartetenGrößenderPCR-Produktevonetwa500
bpundüber1kb(s.Abb.72).
Abb.72:PCR-Produkteausdemfür espAEDL933, espDEDL933und
espBEDL933 spezifischen  5'-RACE Experiment. Die für die
NorthernBlotAnalyseisolierteGesamt-RNAwurdefürdas5'-
RACEExp eriment eingesetzt.Die verwendeten Primer sind in
Abb.70aufgeführt.1, pasEDL933;2, sepLEDL933;3, espAEDL933; 4,
espDEDL933;5, espBEDL933.
DieSequenzierungvonKlonen aus den 5'-RACE-Experimenten für espAEDL933 und espDEDL933
wiesen auf einen potentiellenStartpunkt derTranskription zwischen den Positionen IR 2604 und
IR2644 (Positionsangaben der IR EDL933 nach EMBL acc. no. Y13068) mit einer Häufung der
ErgebnissefürdieNukleotidsequenzvonIR 2636 -IR 2644hin,alsozwischen105-97bpupstream
des Startcodons von espAEDL933. Der Erhalt mehrerer Startpunkte konnte ein Indiz der
Degeneration der mRNA sein, konnte aber auch auf einen nicht ungewöhnlichen gleitenden
StartpunktderTranskriptionhinweisen.DieErgebnissedesRACEExperimentes für espAEDL933
und espDEDL933 unterstützten gleichsam das Vorliegen eines esp-Operons, von dem sepLEDL933
ausgeschlossenist.
9.2.2.  PrimerExtensionAnalyse
Um den Startpunkt der Transkription des esp-Operons zu bestätigen und evtl. genauer zu




beschrieben.AlsHauptstartpunkt derTranskriptionwurde die Position IR 2646 (94 bp upstream
vomStartcodonvon espAEDL933) festgelegt (s.Abb. 73).Weitere schwacheSignalewurden für
diePositionenIR 2644,IR 2639undIR 2633gefunden.









Die Primer Extension Analyse nach Anzucht der Bakterien bei hoher Osmolarität führte zu
einem deutlich stärkeren Signal (s. Abb. 73, Spur 2), was die in 9.3. gefundenen Ergebnisse
untermauert.
Abb.73:IdentifizierungdesTranskriptionsstartesdes esp-
Operons durch Primer Extension Analyse. Gesamt-RNA
wurde nach Anzucht von EHEC EDL933 in M9-Glucose
Mediummit10mM(1)bzw.430mM(2)NaClbiszueiner
OD600 von 0,8 isoliert. Ein 24 bp Oligonukleotid (PEX56)
hybridisierteandiePositionen+3bis-21desBereichesvon
espAEDL933 und diente der Generation der Sequenzleiter
und für die Primer Extension. Der bestimmte
HauptstartpunktderTranskriptionwurdeinRelationzum
Adenosin des Startcodons von espAEDL933 (+1) mit -94
bezeichnet. Weitere schwache Signale wurden für die
PositionenIR 2644,IR 2639undIR 2633gefunden.
Die Sequenzanalyse upstream des festgesetzten Transkriptionsstartes führte zur Aufdeckung
einespotentiellen-10und-35Bereiches(s.Abb.74).Die-10SequenzweisthierbeiHomologien
zu den -10 Regionen des bfpA-Promotors aus EPEC (Puente et al. 1996), der unter der
Regulationdurch σ70zuseinscheint,sowiedes osmE-Promotorsaus E.coli (Conteretal.1997),
der σSabhängigist,auf.
Abb. 74: Promotorb ereich des esp-Operons. Der Start der Transkription (+1), die putativen -10 und -35
Konsensus Sequenzen, die Shine-Dalgarno Sequenz (SD), die Konsensus-Bindungssquenz für H-NS (5'-
TNTNAN-3',kursiv)undmehrere inverted und directrepeats (unterstrichen)sindangegeben.
GGTATCCAGAAGATCAAGAAGCTTTATGAAAAGGCTAAGGATGAGGATTCTGAAAATGGCGCCTCTTTACTTGACTGGTTTATGGAGATTAAGGATCTTC
CCGAGCGTGAGAAGCACTTAAAAGTCATTATTAGGGCGCTGTCGTTCGATCTCTCTTATATGTCTTCTTTTGAAGACAAAGTAAAGACATCTTCAATTAT





      -35   -10 +1
        
TAAGGAGGAAATTATTTGATATTAATTACTCAATAATTTTTTTGTTTTCCTGAGAAAAATTATCAAGAGGTATATAGATGGATACATCAAATGCAACATC

























Zusammenarbeitmit FabrizioBeltrametti lacZ-Fusionenmit demPlasmid pUJ9TTkonstruiert,
dieinBezugaufdasStartcodonvon espAEDL933 dieFragmentederBereiche-577bis+76(pUJ3)
bzw. -292bis+76 (pUJ3-285) enthielten.DieseKonstruktewurden in adäquateTrägersysteme
eingebrachtundfürß-Galaktosidase-Studieneingesetzt.
9.3.1.  Expressiondes esp-OperonsbeiZellkontakt
Das Typ III Sekretionssystem wird auch als Kontakt-Sekretionssystem bezeichnet (s.
Einleitung). Hierzu passte, dass EspA durch diesen Mechanismus sekretiert wurde und die
BildungderEspA-FilamenteinderfrühenPhasederInfektionangeschaltetundbeieiner festen
AnhaftungderBakterienandieeukaryontischenZellenabgeschaltetzuwerdenschien(Knutton
et al. 1998; Ebel et al. 1998). Ob jedoch EspA nur bei Kontakt mit der Wirtszelle verstärkt
ausgeschleust wurde oder ob zu einem solchen Zeitpunkt auf der Ebene der Expression eine
Verstärkungerfolgte,bliebaufzuklären.
HeLa-ZellenwurdenmitEHECEDL933(pUJ3)infiziertunddieß-Galaktosidase-Aktivitätender
adhärenten und der nicht-adhärenten Bakterien sowie der in DMEM angezogenen Bakterien
nachAbzugderBasis-Aktivitätmiteinanderverglichen(s.Abb.75).Hieraus ließsicheindeutig
erkennen,dassderunmittelbareKontaktderBakterienmitdeneukaryontischenZellenzueinem
drastischen Anstieg der Transkription des esp-Operons führte (s. Abb. 75, ), während
Bakterien des Überstandes wie auch die Kontrolle in Zellkulturmedium eine konstante
Expression aufwiesen (s. Abb. 75, und ). Zu den adhärenten Bakterien waren solche zu
rechnen, die sich schwach an dieHeLa-Zellen anhafteten. Somit kann spekuliertwerden, dass
bei dieser Methode eine Selektion erfolgte, die Bakterien des Inokulums mit adhäsiven
Strukturen innerhalb der ersten 20 Minuten einer Infektion von den übrigen trennte, da
beispielsweise10%einesInokulumsmitSTEC413.89-1bereitsvonvornhereinEspA-Filamente
enthieltenundsomiteine Initialbindungeingehenkonnten (Ebel et al.1998).Folgerichtigwäre
damitnichtgeklärt,obderKontaktzurZelleeineVerstärkungderExpression herbeiführtoder
ob die gemessene hohe Aktivität den im Inokulum präsenten Anteil stark exprimierender
Bakterien darstellt. Eindeutig erwies sich hingegen der rapide Abfall der Expression nach 2 h
Infektion.DiesesResultat bestätigte denBefund, dass die EspA-Filamente bei engemKontakt
derBakterienmitderWirtszellezurückgebildetwurden(Ebeletal.1998).
Abb. 75: Expression der ß-Galaktosidase durch EHEC
EDL933(pUJ3) bei Infektion von HeLa-Zellen. Die Aktivierung
der ß-Galaktosidase Expression in Bakterien des
Kulturüberstandes( )undadhärentenBakterien( )beiKontakt
mit eukaryontischen Zellen wurde durch Probenahme in
verschiedenen Zeitintervallen bestimmt und mit der ß-
Galaktosidase-Aktivität von EHEC EDL933(pUJ3) in
Zellkulturmedium () verglichen. ß-Galaktosidase-Aktivitäten
werdenals relative light units  (rlu) pro 10 5Bakterien bezeichnet






























Experimenten.Offene Symbole indizieren dieAnzahl der CFU
desentsprechendenZeitintervalls.
9.3.2.  EinflussvonKomponentendesMediumsaufdieExpressiondes esp-Operons
EHEC überleben die Passage durch den sauren Magen, allerdings wird unter diesen
Bedingungen vermutlich das Wachstum herunter reguliert (Beltrametti et al. 1999). Beim
Erreichen des Intestinaltraktes des Wirtes finden EHEC hingegen relativ nahrungsreiche
Bedingungen in einem physiologischem pH-Wert, in denen ein erneutes Wachstum eintreten
kann.EHECbefindensichnachdieserVorstellungalsobeiErreichenihrernatürlichenNischein
der frühen logarithmischen Phase. Diese Situation wurde durch das Wachstum von EHEC
EDL933(pUJ3)innahrungsreichemLB-Mediumnachgeahmtunddabei inZeitintervallendieß-
Galaktosidase-Aktivität gemessen, um die Expression des esp-Operons zu verfolgen. Als
Vergleich wurden die Bakterien in M9-Glucose-Medium angezogen. Dabei wurde nur in der
frühen logarithmischenPhase beiWachstum inLB eine erhöhteExpression gemessen (s.Abb.
76a).
Für die Sekretion der Proteine wird die Induktion durch Zellkulturmedium mit HEPES
ausgenutzt. Zum Vergleich mit der Expression in LB wurden die Bakterien in DMEM bzw.
DMEMmit100mMHEPESangezogen,unddieß-Galaktosidase-Aktivitätwurdegemessen(s.
Abb.76b).DieZugabevonHEPESresultierteineiner imVergleichzuLB-Mediumzwaretwas
schwächeren, doch dafür längeren Induktion des esp-Operons (s. Abb. 76B, ), während im
ZellkulturmediumohneHEPESdieß-Galaktosidase-AktivitätaufdemGrundlevelblieb(s.Abb.
76B, ).
Abb. 76: Induktion der ß-Galaktosidase durch verschiedene Medien. EHEC EDL933 wurde wie folgt
angezogen:(A)inLB( )undM9-Glucose( )Medium;(B)inDMEM( )oderDMEMmit100mMHEPES
().Dieß-Galaktosidase-AktivitätenausjeweilsdreiunabhängigenExperimentenwurdenzuverschiedenen
Zeitpunkten bestimmt und als relative light units  (rlu) pro 10 5 Bakterien bezeichnet. Offene Symbole
indizierendiejeweiligenWachstumsraten(OD 600).
Viele Spurenelemente induzieren die Expression von Virulenzfaktoren in pathogenen
Mikroorganismen (Mekalanos, 1992). Zwar wurde der Einfluss einiger Elemente auf die
Sekretion von Proteinen in EPEC und STEC analysiert (Kenny und Finlay, 1995; Ebel et al.
1996), jedoch immer im Vordergrund induzierender Bedingungen ( e.g.  HEPES und
Zellkulturmedium).Hier sollte spezifisch die Induktion der Expression des esp-Operons durch
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einzelne Spurenelemente untersucht werden. Die Bakterien wurden in M9-Glucose-Medium
unter Zugabe der einzelnen Spurenelemente angezogen, und analog zu 9.3.1. wurde die ß-
Galaktosidase-Aktivität gemessen. NH 4+ oder Cl - zeigten keine Auswirkungen auf die
Expressiondes esp-Operons (nichtgezeigt).Ca 2+ hingegen induzierte einenExpressionsanstieg
von der frühen bis zur mittleren logarithmischen Phase (s. Abb. 77A), während Mn 2+ in
ähnlichemAusmaß inderfrühen logarithmischenPhase induzierte(s.Abb.77B).Diegenerelle
Induktiondes esp-OperonsdurchbivalenteKationenwurdedurchdiefehlendeInduktionmittels
Mg2+ ausgeschlossen (nicht gezeigt), und die Zugabe von FeSO 4 oder Fe(NO 3)3 zeigte, dass
weder Eisen in seiner 2- oder 3-wertigen Form noch Nitrat oder Sulfat eine Rolle in der
Induktionspielten(nichtgezeigt).
Abb.77:Induktionderß-GalaktosidasedurchverschiedeneSpuren elemente.EHECEDL933wurde inM9-
Glucose Medium mit folgenden Zusätzen angezogen: (A) CaCl 2 ( , 0 mM; , 0,01 mM; , 0,1 mM; ,
1mM);(B)MnSO 4( ,0mM; ,0,0033mM; ,0,33mM; ,3,3mM).Dieß-Galaktosidase-Aktivitätenaus
jeweils drei unabhängigenExperimenten wurden zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt und als relative
light units  (rlu) pro 10 5 Bakterien bezeichnet. Offene Symbole indizieren die jeweiligen Wachstumsraten
(OD600).
9.3.3.  EinflussvonTemperatur,pHundOsmolaritätaufdieExpressiondes esp-Operons
DerEinflussphysikalischerKomponentenaufdieSekretion vonProteinen inEPECundSTEC
ist beschrieben worden (Kenny und Finlay, 1995; Ebel et al. 1996), aber der Beitrag dieser
Komponenten verlief immer in Kombination mit anderen potentiellen Stimuli (z.B.
KomponentendesKulturmediums).
ß-Galaktosidase-StudienvonEHECEDL933(pUJ3)unterdenBedingungenpH6,pH7oderpH
8 wiesen auf keine Veränderung der Expression des esp-Operons hin (nicht gezeigt). Der
Einfluss der Temperatur auf die Expression des esp-Operons wurde durch die Analyse der ß-
Galaktosidase-AktivitätvonEHECEDL933(pUJ3) inM9-Glucose-Medium(10mMNaCl) bei
25°C,37°Cund42°Cermittelt (s.Abb. 78, ).Keine signifikantenUnterschiedewaren hierin
zuerkennen.ErhöhtemandagegendieNaCl-Konzentrationauf430mM,sowareinedeutliche
Induktionbei37°Cund42°Cablesbar(s.Abb.78, ).TatsächlichspieltdieOsmolaritätneben
der Temperatur eine wichtige Rolle bei der Expression vieler Virulenzfaktoren in
enteropathogenen Bakterien, und erst die Übereinstimmung der optimalen Werte beider
Parameter liefert einen guten Hinweis auf die potentiell richtige ökologische Nische für das



























































die ß-Galaktosidase-Aktivität unter equiosmolaren Sucrose-Konzentrationen gemessen (nicht
gezeigt).DieWerte ergaben, dass die Induktion durchNaCl und Sucrose ähnlich hochwaren,
woraus geschlossen wurde, dass in der Tat die Osmolarität der Auslöser erhöhter Expression
war.
Der Einfluss der Nukleotidsequenz upstream vom Transkriptionsstart wurde mit Hilfe des
deletiertenBereichesinpUJ3-285(s.Abb.78)untersucht.EHECEDL933(pUJ3-285)wurdebei
verschiedenen Temperaturen und in 10 mM bzw. 430mMNaCl angezogen (s. Abb. 78). Die
Kombination von hoher Osmolarität mit einer Temperatur von 37°C zeigte dabei einen sehr
deutlichenAnstiegderExpressionauf(s.Abb.78).
Abb.78:Aktivierungdes esp-OperonsinReaktionaufÄnderungenvonTemperaturundOsmolarität.EHEC
EDL933(pUJ3) (durchgezogene Linien) und EHEC EDL933(pUJ3-285)(gestrichelte Linien) wurden in
Minimalmediummit10mM( )bzw.430mM( )NaClbei25°C,37°Coder42°Cangezogen.Diejeweiligen
ß-Galaktosidase-Aktivitäten aus drei unabhängigen Experimenten wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
bestimmtundals relativelightunits (rlu)pro10 5Bakterienbezeichnet.
9.3.4.  Einflussvon σS,H-NSunddasMegaplasmidaufdieExpressiondes esp-Operons
Das Auffinden einer potentiellen σS-Bindungsstelle (s. 9.2.) führte zur Untersuchung des
Einflussesvon σSaufdieExpressiondes esp-Operons.pUJ3wurdein E.coli  MC4100sowiein
das σS-defekteDerivat E.coli RH90überführt. E.coli RH90(pUJ3)( )wies imVergleichzum
Wildtyp-Stamm E.coli MC4100(pUJ3)( )sowohlbeiniedriger(gestrichelt)alsauchbeihoher
(durchgezogen)Osmolaritäteinedeutlichgeringereß-Galaktosidase-Aktivitätauf(s.Abb.79A),
woraus eine aktivierende Stellung von σS in der Expression des esp-Operons herzuleiten ist.
Interessanterweisewardieß-Galaktosidase-Aktivität in E.coli MC4100(pUJ3)generell2-4fach
niedriger als im vergleichbaren EHEC EDL933(pUJ3), was die Notwendigkeit zusätzlicher
Faktoren vermuten lässt, damit eine volle Expression des esp-Operons in EHEC EDL933 zu
erreichtwerdenkann.
Um die Auswirkung des globalen negativen Regulators H-NS auf die Expression des esp-
Operonszuermitteln,wurdenpUJ3undpUJ3-285in E.coli GM37bzw.das hns-Derivat E.coli
GM230eingeführt.DasFehlendesdeletiertenBereichsinpUJ3-285führtezueiner10fachenß-







































































NS detektiert (5'-TNTNAN-3'; Rimsky und Spassky, 1990). Im hns--Stamm E. coli  GM230
waren alle gemessenen ß-Galaktosidase-Aktivitäten um das 10-20fache erhöht (s. Abb. 79C).
Fehlte also der negative Regulator, so konnte selbst mit der upstream gelegenen





E. coli -StammMC4100 ( ) und das σS-defizienteDerivatRH90 ( ) transferiert, und die ß-Galaktosidase-
Aktivitätwurde unter induktiven (430mMNaCl, durchgezogene Linien) sowie unter nicht-induktiven (10
mMNaCl,gestrichelteLinien)Bedingungenbestimmt. (BundC)FürdieAnalysedesEinflusses vonH-NS
wurden pUJ3 ( ) sowie pUJ3-285 ( ) in den E. coli -Stamm GM37 (B) bzw. das hns Derivat GM230 (C)
transferiert.DieBakterienwurden inM9-GlucoseMediummit 10mM (gestrichelte Linien) oder 430mM
(durchgezogene Linien) NaCl angezogen, und die jeweiligen ß-Galaktosidase-Aktivitäten aus drei
unabhängigen Experimenten wurden zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt und als relative light units
(rlu)pro10 5Bakterienbezeichnet.
Die Regulation von Virulenzfaktoren im LEE von EPEC wird durch einen Megaplasmid
kodiertenAktivatorbeeinflusst.DassaufdemMegaplasmid ausSTECebenfalls regulatorische
Elemente kodiert sind, die möglicherweise das esp-Operon koordinieren, wurde dadurch
bestätigt, dass pUJ3 in demmegaplasmidlosenDerivat STEC 413.89-1/6 in hoherOsmolarität
nureine2-4facheAktivierunggegenüberniedrigerOsmolaritäterfuhr,währenddieAktivitätdes
esp-OperonsinpUJ3imWildtypstammSTEC413.89-18-10facherhöhtwurde.
Abb. 80: Abhängigkeit der Transkription des esp-Operons vom
Megaplasmid. pUJ3 wurde in STEC 413.89-1 ( ) bzw. STEC 413.89-1/6
()eingebrachtunddieAktivitätdes esp-Operons inM9-Mediummit 10
mMNaCl(gestrichelteLinien)bzw.430mMNaCl(durchgezogeneLinien)
gemessen. Die jeweiligen ß-Galaktosidase-Aktivitäten aus drei
unabhängigen Experimenten wurden zu verschiedenen Zeitpunkten






















































































in den frühen 80ern drastisch gestiegen (WHO, 1997b; Riley et al. 1983). Die Heftigkeit
ausgelösterSymptomebishinzu lebensbedrohlichenKomplikationenhat gerade in den letzten
Jahren nach Ausbrüchen in Bayern (Bockemuehl et al. 1997), Schottland (Upton und Coia,
1994),Japan(Watanabeet al.1996)undanderswoauch inderdeutschenÖffentlichkeitbreites
Interesse hervorgerufen. Säuretoleranz und Säureresistenz, enge Anbindung an das epitheliale
Gewebe, Ausbildung hochtoxischer Proteine und das Vorkommen von über 200 Serotypen
machen EHEC zu einem hochkontagiösen Pathogen, das zunehmend von der
Lebensmittelindustrieregistriertundgefürchtetwird.
1.  Locusof enterocyteeffacement
Bemerkenswert ist in der Tat der evolutive Aspekt, dass sich durch den Erwerb genetischer
InformationüberhorizontalenTransfersowiedurchdieIntegrationeinesPhagenauseinemeinst
harmlosen Kommensale eines der gefährlichsten Pathogene entwickelte. Die chromosomale
Insertion einer Pathogenitätsinsel (LEE) im gleichen hot spot etabliert die genetische
Gemeinsamkeit histopathologischer Prozesse während der Infektion der meisten EHEC- und
EPEC-Stämme.DieKonservierungbeiderLEEausEHECundEPECwar jedocherstnachden
PublikationenvonElliottetal.  (Elliott et al.1998;EMBL acc.no. AF022236)undPernaet al.
(Perna et al. 1998;EMBL acc. no.  AF071027 undAF071034) ersichtlich. Bereits 1995 hatten
McDaniel et al. (McDaniel et al. 1995) festgestellt, dass Stämme, die einen A/E-Phänotyp
ausprägten,auchdenLEEenthielten.AlsDNA-Sonden fürdieseHybridisierungsstudienwaren
aus vier Bereichen des LEE verteilte DNA-Subfragmente gewählt worden, und jede der
getestetenStämmemitdemA/E-Phänotyp (19EPEC,3EHEC,RDEC-1, C. freundii  und 3 H.
alvei)war positiv für alle vier Sonden, so dass der gesamte LEE für dieAusprägung des A/E
notwendigzu sein scheint.Ergänztwird dieListe derBakterienmit einemLEEdurchDAEC-
Stämme,diealsA/E-positiv registriertwurden (Beinkeet al.1998).Bakterien,dieA/E-negativ
waren, reagierten in der Regel nicht mit den Sonden. Nur eine von 79 getesteten Stämmen
(darunter Klebsiella, Salmonella, Shigella, Yersinia und Vibrio)reagiertepositiv.DieserStamm
war ein EPEC-Stamm, so dass vermutlich eine in diesem System nicht detektierbare
Veränderung der LEE-Sequenz zum Verlust des A/E-Phänotyps führte. Das reziproke
Experiment führtenMcDaniel und Kaper 1997 durch (McDaniel und Kaper, 1997), indem sie
dengesamtenLEEausEPECE2348/69ineinenA/E-negativen E.coli K-12-Stammklonierten.
Die übertragene Information genügte, um in einer Infektionmit diesem rekombinanten Stamm
dasA/Eauszulösen.WegenderstarkenHomologienderbeidenLEE-SequenzenausEHECund




DerAnsatzpunkt für die vorliegende Arbeit zur Identifizierung neuerVirulenzgene aus EHEC
war die Identifikation und N-terminale Ansequenzierung des sekretierten EspB-Proteins aus
einem STEC-Stamm (Ebel et al. 1996). Es war gefunden worden, dass STEC 413.89-1 in
Zellkulturmedium und bei 37°C verstärkt Proteine sekretierte, wohingegen bei niedrigeren
TemperatureninZellkulturmediumkaumProteinesekretiertwurden.InLB-Mediumzeigtesich
überdieseinanderesSekretionsmusterals inZellkulturmedium.WährenddieSekretionder104
kDa (PssA/EspP) und 55 kDa (evtl. Flagellin) großen Proteine in Zellkulturmedium reduziert
wurden, erhöhte sich die Konzentration der 22 kDa und 25 kDa (beide EspA) sowie 37 kDa
(EspB) großen Proteine. Für EPECwaren darüber hinaus ein 39 kDa und ein 40 kDa großes
Protein im Kulturüberstand bestimmt worden (Kenny und Finlay, 1995). Alle sekretierten
Proteine von EPEC interagierten mit den epithelialen Wirtszellen und konnten während einer
Infektion mit EPEC in Triton X-100-löslichen Fraktionen (cytoplasmatische und
Membranproteine der Wirtszelle) wiederentdeckt werden (Kenny und Finlay, 1995). Um die
Detektion bakteriellerProteineaus intrazellulärenBakterienzu vermeiden,warCytochalasinD
(blockiertdiebakterielleAufnahme;Rosenshineetal.1992b)zumInfektionsmediumzugegeben
worden. Eine EPEC-Mutante im Typ III Sekretionssystem vermittelte dagegen keine
Lokalisation dieser bakteriellen Proteine in den eukaryontischen Zellen, so dass die Topologie
derProteinevomTypIIISekretionssystemabzuhängenschien.
DieKlonierungundSequenzierungvon espB ausEHECEDL933undSTEC413.89-1erbrachte
die erste molekulare Charakterisierung eines durch STEC-Stämme über das Typ III
SekretionssystemsekretiertenProteins(Ebeletal.1996).DieAminosäuresequenzenderbeiden
STEC-Stämme wiesen keine signifikant höheren Homologien untereinander auf (82%
Similarität) als im Vergleich der individuellen Aminosäuresequenzen zu EspB aus EPEC
E2348/69 (77% bzw. 82% Similarität). Vergleiche zwischen der LEE-Sequenz aus EPEC
E2348/69 und EHEC EDL933 haben gezeigt, dass die Gene, welche für Proteine des Typ III
Sekretionssystems kodieren, bis auf eine Ausnahme ( sepZ, 70,71% Identität) hochkonserviert
vorliegen (95,32 - 100% Identität). Im Gegensatz hierzu stehen die Gene für Proteine, die
währendeinerInfektionindendirektenKontaktmitderWirtszelletreten:Intimin( eaeA,87,23%
Identität),dasalsAdhäsinandenbakteriellenRezeptorEspE/Tir(Kennyetal.1997b;Deibelet
al. 1998) sowie an ß 1-Integrine (Frankel et al. 1995;Kenny, 1999) bindet; EspE/Tir ( espE/tir,
66,48% Identität), der bakterielle und in die Wirtszellmembran translokierte Rezeptor; EspA
(espA, 84,63% Identität), EspB ( espB, 74,01% Identität) und EspD ( espD, 80,36% Identität),
sekretierte Proteine, die als putative Effektoren oder als Translokatoren für andere
Effektorproteine fungieren. Es gibt nur drei weitere ORFs innerhalb der LEE-Sequenz, deren
Identität zwischen EPEC E2348/69 und EHEC EDL933 deutlich geringer ist als die
hochkonservierten Gene des Typ III Sekretionssystems. Alle drei ORFs liegen unmittelbar
upstream von espE/tir und kodieren für unbekannte Proteine (78,06% bzw. 74,70% Identität)
bzw.füreinHomologonzuIpgBaus Shigella( L0028/orf19,82,52%Identität),dessenFunktion




LEE. Vielmehr spiegelt sich hierin der Toleranzspielraum der variablen Gene gegenüber
Mutationenwider, ohne dass bedeutsame Eigenschaften für die Pathogenität der individuellen
Organismen verloren gingen. Es gibt durchaus bedeutende Unterschiede im Infektionsprozess
zwischen den verschiedenen Stämmen bzw. Gruppen verschiedener pathogener E. coli . Am
deutlichstenwirddiesimnatürlichenInfektionslokusvonEPECundEHEC.DieVariabilitätvon
Intimin ermöglicht hier die Besiedlung zweier verschiedener Regionen des Intestinaltraktes
(Dünn- bzw. Dickdarm), wie dies durch Transkomplementationsstudien belegt werden konnte
(Tzipori et al. 1995).AuchdieTyrosin-Phosphorylierungvon Proteinen in derWirtszelle, u.a.
des Intimin-R ezeptors Tir, durch EPEC setzt unterschiedliche Akkzente im Verlauf einer
Infektion. Lange wurde diese Phosphorylierung als notwendig für den Infektionsprozess
betrachtet,ohne dass berücksichtigtwurde, dass vieleEHEC-Stämme nicht in der Lage hierzu
sind(Rosenshineetal.1992a;Baldwinet al.1991).ErsteineEPEC-Mutantemachteklar,dass
dieseAktivitätnichtfürdiePathogenitätdesOrganismusnotwendigist(Rabinowitzetal.1996).
EHEC E32511/0 (Serotyp O157) ist ebenfalls in der Lage, eine Tyrosin-Phosphorylierung
durchzuführen(eigeneDaten,nichtgezeigt)undunterscheidetsich inderAdhäsivitätzuHeLa-
ZellenvonEHECEDL933nur insignifikant,was die geringereRolle derPhosphorylierung im
A/E-Prozessunterstreicht.
Ein möglicherweise bedeutender Unterschied zwischen EspB aus STEC und EPEC ist die N-
terminaleSerin-undThreonin-reicheSequenz,dieaneinenBereichdesInternalinAaus Listeria
monocytogenes erinnert(Donnenbergetal.1993b)undmöglicherweiseeineRolle vonEspB in
der Internalisation der Bakterien andeutet. Tatsächlich ist diese Sequenz in EspB aus EHEC
EDL933 und STEC 413.89-1 nicht so stark konserviert, und dies mag mit der Feststellung
korrespondieren,dassdieInvasionvonEPECE2348/69inHeLa-Zellen10fachhöher istalsdie
von EHECEDL933 ((McKee undO'Brien, 1995); eigeneDaten, nicht gezeigt).Allerdings ist
bereits die Adhäsivität von EPECE2348/69 signifikant höher als die von EHEC EDL933, so
dassdiegrößereInvasivitätsicherlichehereinesekundäreFolgeerscheinungdarstellt.InderTat
konnten Ismaili et al. (Ismaili et al. 1998) nachweisen, dass ein EHEC-Stamm in einer
Koinfektionmit einer Intimin-Mutante vonEPECeine gesteigerteAdhäsion aufwies,was eine
gesteigerteInvasion indieWirtszellenzurFolgehatte.Abe etal .(Abeet al.1997)berichteten,
dass dieVerfügbarkeit von espB  aus EPEC in einem rekombinantenRDEC-1-Stamm zu einer
VerstärkungderInvasivitätinHeLa-Zellenführte.EspBausRDEC-1istzu100%identischmit
EspB aus STEC 413.89-1 (SPTREMBL acc. no.  71213), und so ist zu vermuten, dass die
InvasivitätvonSTEC413.89-1wiemöglicherweiseauchvonanderenSTEC-Stämmendurchdie
Klonierungvon espB ausEPECzu verbessernwäre.Ob allerdingsEspB eine direkteRolle im
Aufnahmeprozess spielt oder ob EspB als Translokator und/oder potentieller Effektor eine
indirekteBeeinflussungder eukaryontischenWirtszelle (überSignaltransduktionswege) ausübt,
bleibt zu klären. Allerdings zeigte sich durch Experimente mit Latex Beads, an denen EspB
gekoppelt war, dass EspB allein nicht in der Lage ist, eine Adhäsion an HeLa-Zellen zu
vermitteln.
ZweiinduktiveBedingungenfüreineverstärkteSekretiondesEsp-ProteineausEHECEDL933
waren das Wachstum bei einer Temperatur von 37°C und die Verwendung von
Zellkulturmedium (Ebel et al. 1996). InLB-Mediumwar dagegendieSekretion vonEspB aus
EHEC EDL933 im Gegensatz zu STEC 413.89-1 durch Western Blot Analyse nicht
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nachweisbar,unddieMengeansekretiertemEspBunterinduktivenBedingungenwarausEHEC
EDL933 nicht so groß wie bei anderen STEC-Stämmen. Bei den untersuchten sechs STEC-
Stämmen sekretierten unter den gegebenen Bedingungen die drei Isolate aus Rindern (STEC
413.89-1, STEC S102-9, STEC CB207) das Protein EspB stärker als die humanen Isolate
(EHEC EDL933, EHEC HUS-2, EHEC H-19) (Ebel et al. 1996). Die Sekretion von
VirulenzfaktorenführtzueinerstarkenImmunantwortdesWirtes.SokonntenJarvisundKaper
zeigen, dass Seren aus HUS-Patienten starke Antikörpertiter gegen die sekretierten Proteine
aufwiesen (Jarvis und Kaper, 1996). Möglicherweise deutet die schwächere Sekretion von
humanpathogenen Stämmen auf eine Adaptation hin, bei der dem Wirtsabwehrmechanismus
möglichstwenigAntigeneentgegengebrachtwerdensollen.IndiegleicheÜberlegungfälltauch
der Befund, dass die Expression von Intimin nach der engen Adhäsion von EPEC an die
Wirtszellerunterreguliertwird(Knuttonetal.1997).IntiministeinstarkimmunogenesAntigen
(Levine et al. 1985), das durch seineTopologie auf derOberfläche des Bakteriums - in seiner
FunktionalsLigandzurBindunganeukaryontischeZellenistIntiminnachaußenexponiert-gut
als Zielscheibe der Immunabwehr missbraucht bzw. gebraucht werden könnte. Exponierte
AntigenesindinvielenFällennotwendig,umdenBakteriendieAdhäsion(z.B.BFPvonEPEC,
P-PilivonUPEC)oderdieInvasion(z.B.Invasomenvon Salmonella)zuermöglichen.Sodient
die Expression von Flagella außerhalb desWirtes Bordetella bronchiseptica  derMotilität, die
möglicherweise auch für dieTransmission in denWirt notwendig ist.Aber dieProduktion der
Flagellen innerhalb des Wirtes kann zu einer für das Bakterium katastrophalen Entwicklung
führen, da während der Infektion durch B. bronchiseptica  eine Antikörper-Reaktion gegen
flagellare Proteine erfolgt (Akerley et al. 1995). Auch die Expression und Sekretion von
VirulenzfaktorenausEHECundEPECscheintstriktreguliertzusein(Parsot,1994;Kennyund
Finlay,1995;GomezDuarteundKaper,1995;Ebeletal.1996;Beltramettietal.1999).Ebelet
al.  erwähnten, dass es keinen intrazellulären Pool sekretierter Proteine gab, die durch eine
AktivierungdesTypIIISekretionssystems freigesetztwerdenkönnte, sonderndass folgerichtig
dieInduktionderExpressionsekretierterProteineunterinduktivenBedingungenerfolgenwürde
(Ebeletal.1996).FürEPECwurdedieAnschaltungder(Proteinexpressionund)Sekretionunter
geeigneten Bedingungen veranschaulicht (Kenny und Finlay, 1995), indem die Sekretion
während einer Infektion über einen Zeitraum von 3 h verfolgt wurde. Darin wurde
nachgewiesen, dass zunächst EspP (ein Autotransporter), danach EspB, EspD, EspA und ein
GAPDH-homologesProteinsekretiertwurden.InsgesamtbietetsichdasBildeinerkoordinierten
Expression eines gesamten Satzes an Virulenzfaktoren, um den notwendigen Einsatz
immunogener Proteine auf den entscheidenden Moment der Integration in die richtige
ökologischeNischezubeschränken.
FrühereVersuche hatten gezeigt, dass eineDeletionsmutante von espB  in der engen Adhäsion
von EPEC gestört war und keine Aktinakkumulation und Tyrosin-Phosphorylierung in der
eukaryontischen Zelle bewirkte (Foubister et al. 1994; Donnenberg et al. 1993b). Sekretiertes
EspB wies zudem eine Protease resistente Subpopulation bei Kontakt von EPEC mit
Epithelzellen auf (Kenny und Finlay, 1995), was die Theorie der Integration der sekretierten
Proteine in dieUmgebung derWirtszelle bestätigte. Eine tatsächliche Funktion von EspB aus
EPEC konnte aufgeklärt werden (Wolff et al. 1998; Taylor et al. 1998). Die putative
EffektorrollevonEspBnachTranslokationindasCytoplasmaderWirtszelleistzwarnochnicht
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geklärt, aber analog zum homologen Protein YopB aus Yersinia wird EspB in die
Cytoplasmamembran derWirtszelle integriert und fungiert - allein oder vielleicht im Verbund
mit weiteren Proteinen - als Translokator für sich selbst (EspB) als auch für weitere noch zu
identifizierendeEffektorproteine.SomitwardiesesProtein indenbenanntenTopologien fürdie
Protease-Versuche von Kenny und Finlay nicht zugänglich. EspB ist notwendig für die
cytoskeletale Reorganisation, dient jedoch nicht selbst als Nukleator zur Aktinakkumulation
(Tayloretal.1998),sondernvermitteltwahrscheinlichdieTranslokationdes Int imin-Rezeptors
EspE/Tir, woraufhin die enge Anhaftung der Bakterien über Intimin und darauf folgend eine
gerichteteAktinakkumulationermöglichtwird.
YopB und YopD fungieren als Translokatoren für andere Effektoren aus Yersinia, wie z.B.
YopE, das diewirtszelleigene Aktinfilamentstruktur zerstört, oderYpkA, eine Serin/Threonin-
Kinase, die an die innere Seite der eukaryontischen Cytoplasmamembran dirigiert wird und
Signaltransduktionswegeinterferiert(CornelisundWolf-Watz,1997).DieBedeutungvonYopD
in der Translokation von YopE wurde durch die Lokalisation des Effektors YopE bei einer
Infektion von HeLa-Zellen mit einer yopD-Mutante (Rosqvist et al. 1994) sowie durch die
fehlende Translokation eines YopE-Cya-Reporterproteins durch die yopD-Mutante in die
Wirtszelle (Sory und Cornelis, 1994) aufgezeigt. Die Translokation von YopD in das
CytoplasmavonHeLa-Zellenwurdedagegenerstkürzlichbeschrieben(FrancisundWolf-Watz,
1998). In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass YopD bifunktional neben einer YopB-
abhängigenTranslokationindasCytoplasmaderWirtszelleundderbeschriebenenFunktionals
TranslokatorfürandereYop-ProteineaucheineregulatorischeRolleinderExpressionvonYop-
Proteinen spielt. Somit sind interessanterweise auf einem Operon ( lcrGVH-yopBD) zwei
Regulatoren für die Synthese von Yops kodiert. Vergleichbar hierzu scheint es im sipBCDA-
Operonvon S.typhimurium wenigstenseinebifunktionelleKomponentezugeben,diesowohlin
derTranslokationvonProteinenalsauch inderRegulation ihrerExpression fungiert (Wood et
al. 1996).AuchSipBundSipCwerden in dasCytoplasmaderWirtszelle translokiert (Collazo
undGalán,1997),abereineputativeEffektorrollekonntebislangnichtbeschriebenwerden.
YopBzeigtgemäßdenAnalysenvonWolffetal.schwachestrukturelleÄhnlichkeitenzuEspB
aus EPEC auf (Wolff et al. 1998). Datenbanksuchen mit EspB, die strukturelle Eigenschaften
von Proteinen vergleichen, lieferten YopB als erstes vergleichbares Protein. Mit dem GAP-
Algorithmus(GCG)dagegendeckteeinVergleichvonEspBausEHECEDL933mitYopBeine
Similarität von lediglich 24% auf. Bei Datenbanksuchen mit EspB, die die lineare
Aminosäuresequenz vergleichen,wurdeYopB nicht annotiert. Vielmehr resultierte eine Suche
mitEspDinderAuflistungvonYopB,sodassdiesebeidenProteine in ihrerSequenzähnlicher
zueinandersindalsEspBundYopB.DennochwurdeEspBals funktionalesAnalogonzuYopB
deklariert (Wolff et al. 1998). YopB dient wie YopD zur Translokation von Effektoren aus
Yersinia indieWirtszelle.AllerdingswirdYopBnicht in dasCytoplasmader eukaryontischen
Zelle dirigiert, sondern inseriert in die Cytoplasmamembran, wo es in Erythrocyten eine
hämolytischeAktivitätbesitzt (Hakanssonet al.1996b).DiesesErgebnis läßt auf diemögliche
porenbildendeEigenschaftdiesesProteinsschließen(CornelisundWolf-Watz,1997).
DieÜberexpression vonEspB EDL933 sollte zurAufklärungporenbildender Eigenschaften dieses
Proteins verwendet werden, um eine analoge Funktion zu YopB in der Translokation von
Effektorenaufzuklärenund/oderummöglicherweisedieBeobachtungerklärenzukönnen,dass
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während einer Infektion die transepitheliale elektrische Resistenz von Monolayern abnimmt
(Caniletal.1993).UntersuchungeninZusammenarbeitmitDr.A.WieseimForschungszentrum
BorsteldeutetenjedochkeinesolcheEigenschaftfürEspB EDL933 an,wassicheventuelldurchdas
Vorliegen eines unfunktionellen Proteins auf Grund inkorrekter Faltung oder fehlender
Modifikationzurückführenließ(nichtgezeigt).Wahrscheinlicherscheintes jedochzusein,dass
für die Funktion als Translokator innerhalb der eukaryontischen Membran mindestens ein
zweites Protein (zur Ausbildung von Heteromultimeren oder als extrabakterielles Chaperon)
notwendigist,wiediesfürYopBundYopDaus Yersinia  bekanntist(NeytundCornelis,1999;
CornelisundWolf-Watz,1997).
Auchdie fehlendeEigenschaftEspB EDL933-gekoppelterLatexbeads,anHeLa-Zellenzubinden,
könnten auf die Notwendigkeit weiterer Proteine bzw. Hilfssyteme zur Integration von
EspBEDL933 in die Cytoplasmamembran hindeuten. Spekuliert wird in diesem Zusammenhang,
dass die EspA-Filamente in dem Prozess der Translokation und Integration von EspB
grundlegendbeteiligtsind(Wolffetal. 1998).Taylor etal . fanden,daßeine escN-Mutantevon
EPECnichtmehr in derLagewar, EspB inHeLa-Zellen zu translokieren (Taylor et al. 1998)
undschlossendaraus,dassdasTypIIISekretionssystemfürdieseAktivitätnotwendigist.EscN
(sepB) ist homolog zu YscN aus Yersinia, Spa47 aus Shigella und SpaL aus Salmonella und
dient imTypIIISekretionsmechanismuswahrscheinlichanalogzudengenanntenProteinenals
ATPase fürdenProteinexport (Jarviset al.1995).Eine eaeA-MutantevonEPECzeigte sich in
der Lage, EspB zu translokieren (Taylor et al. 1998), obgleich Intimin für eine höhere
Translokationseffizienzbenötigtwurde (Wolffet al.1998).Dies steht inÜbereinst immungmit
der Beobachtung, dass eine Intimin-Mutante den bakteriellen Rezeptor Tir in die Wirtszelle
translokieren kann (Rosenshine et al. 1992; Kenny und Finlay, 1997c).Die Translokation von
EspB erfolgt also unabhängig von einer engen Adhäsion der Bakterien an die eukaryontische
Zelle,abersieistabhängigvondensekretiertenProteinenEspAundEspD,daEPEC-Mutationen
in espA oder espD sehrwohl nochzurSekretionvonEspB führten,aberdieseMutantenwaren
nicht inderLage,EspBgezielt zu translokieren (Tayloret al.1998).Tatsächlich konnte in der




zwar als translokiertes Protein im Cytoplasma der Wirtszelle aufgezeigt (Francis und Wolf-
Watz,1998),abermitHilfedesChaperonsSycDerfolgtbereits imCytoplasmadesBakteriums
die Ausbildung eines YopB-YopD-Komplexes, der über das Typ III Sekretionssystem
ausgeschleust wird (Neyt und Cornelis, 1999). YopD könnte in diesem Sinne als
extrabakterielles Chaperon betrachtet werden (Neyt und Cornelis, 1999), oder umgekehrt








sowie dem Homologon IpgC aus Shigella (Ménard et al. 1994) möglicherweise einen
alternierenden Zyklus zwischen Cytoplasma und innerer Membran (Wainwright und Kaper,
1998).SolltenEspBundEspDanalogzuYopB/YopDeinenKomplexbilden,sowürdensichdie
SystemedennochnebenderWirkungsweiseder spezifischenChaperone auch in derTopologie
der sekretierten Proteine (und damit vielleicht ihren Wirkungsmechanismen) in der Zielzelle
unterscheiden.
Im Gegenzug wird Tir in Abhängigkeit von EspB, EspA und EspD translokiert. Die
NotwendigkeitvonEspBfürdieTranslokationdesbakteriellenIntimin-RezeptorsTir(Tayloret
al.1998)erklärtzumindestdie indirekteRolle vonEspB inderRekrutierungvonwirtseigenem
AktinunterhalbadhärenterBakterien,dennerstdieBindungvon Intimin ermöglicht die fokale
AkkumulationvonAktin(Tayloretal.1998).
3.  PasisteineKomponentedesTypIIISekretionsapparates
DieKlonierungundSequenzierungvon espBEDL933 erschloß eine sehr schnelleMöglichkeit zur
Klonierung des zwischen eaeAEDL933 und espBEDL933 liegenden Bereiches aus EHEC EDL933.
Die in diesem Bereich einschließlich espBEDL933 gefundenen fünf ORFs pasEDL933, sepLEDL933,
espAEDL933, espDEDL933 und espBEDL933 (EMBL acc. no.  Y13068) wurden erst 1998 durch die
Veröffentlichung des LEE EDL933 (Perna et al. 1998) vollständig bestätigt. Geringfügige
Abweichungen betreffen lediglich synonyme Basenaustausche (Perna et al. 1998). Die zu
pasEDL933homologe escD-SequenzausEPECwurdenachmehrfachenEinträgen inderEMBL-
DatenbankmitSequenzfehlerndurchElliottetal.schließlichdoch inderdurchdievorliegende
Arbeit postulierten Form bestätigt. Die Bezeichnung pas entging der Einordnung in eine für
EPECundEHECvereinheitlichteNomenklatur(Elliottetal.1998),dieerstnachEinreichender
Veröffentlichungüber pasEDL933 (Kresseetal.1998)publiziertwurde.Daherwird escD ausder
LEE-SequenzvonEHECEDL933(Pernaetal.1998)  indieserArbeitals pasEDL933geführt.
PasEDL933 ist einesder starkkonserviertenProteinedesTyp IIISekretionssystems inSTECund
EPEC (Perna et al. 1998; Kresse et al. 1998) und ist absolut notwendig für das Funktionieren
dieses Sekretionsapparates. Weder EspA EDL933, noch EspB EDL933, EspD EDL933 oder der
translokierte Intimin-Rezeptor EspE, der unter induzierenden Bedingungen ebenfalls in den
Kulturüberstand sekretiert wird, wurden durch eine isogene pas-Deletionsmutante von EHEC
EDL933 sekretiert.Dies ist ein starkerHinweis darauf, dassEspE/Tir nicht nur abhängig vom
Typ III Sekretionssystem in die Wirtszelle translokiert wird (Kenny et al. 1997b), sondern
tatsächlich direkt über diesenWeg ausgeschleustwird.Kenny et al. hatten spekuliert, dass Tir




pas-Mutante inEHECEDL933vollständigausgeschaltet.Selbst dieHeLa-Zellenwiesen keine
für die EHEC-Infektion charakteristischen Stressfasern auf.Die Expression der normalerweise




Mit pKSC2 wurde das pas-Gen der Komplementationsmutante in hoher Kopienzahl zur
Verfügung gestellt. Dass damit lediglich eine partielle Komplementation erreicht wurde, lässt
sich möglicherweise durch die erforderliche genaue Titration der Komponenten des Typ III
Sekretionssystems erklären, wie dies für sepZ  aus EPEC sowie für Komponenten des Typ II
Sekretionssystems aus Klebsiella oxytoca  beschrieben worden ist (Rabinowitz et al. 1996;
Pugsley, 1993b). Die Frage nach der eigentlichen Rolle von Pas

im Typ III Sekretionssystem
wurdedurchdieBestimmungderTopologiedesProteinsverfolgt.BereitsDatenbanksuchenund
sequenzanalytischeVergleichehattengezeigt,dassPas schwachhomologeVertreter inTyp III
Sekretionssystemen anderer Bakterien besaß, deren Funktion bislang nicht aufgeklärt worden
sind (PscD aus P. aeruginosa  und YscD aus Y. enterolitica und Y. pestis ). Der Vergleich der
Hydrophobizitätsplots dieser Proteine zeigte nahezu identische Charakteristika, obgleich die
HomologienvonPscDundYscDzuPas EDL933auf derEbene derAminosäuresequenzengering
waren (21% bzw. 24-26% Identität), was auf eine strukturelle Konservierung dieser Proteine
hindeutet.DasherausragendeMerkmaldieserProteingruppesindzweitransmembraneDomänen
im N-terminalen Abschnitt der Aminosäuresequenz. Überdies weist die zweite
TransmembrandomäneHomologienzubakteriellenPermeasenauf.DamitwurdenHinweiseauf
dieFunktionvonPasalsessentiellemTransportproteindesTypIIISekretionsapparateserhalten.
Der Nachweis der Lokalisation von Pas EDL933 in der inneren bakteriellen Membran
vervollständigt dieses Bild, wobei diese Topologie offensichtlich mit einer Modifikation des




Oftmals handeltes sich hierbei umMyristat-Verbindungen, und es deutete sich aufGrundvon
Motivsuchen an, dass es sich bei der Modifikation um Myristoylierungen handeln könnte.
Allerdings zeigte sich auch, dass Pas EDL933 in seiner cytoplasmatischen Form sowie als
aufgereinigtes His'-Fusionsprotein mehrere sekretierte Proteine binden konnte, wohingegen
PasEDL933 aus der inneren Membran diese Eigenschaft nicht besaß. Durchliefe Pas also einen
alternierenden Zyklus aus Bindung an Zielproteine für die Sekretion und Abladung dieser
Proteine das Typ III Sekretionssystem an/in der inneren Membran, wie dies für SecA
beschrieben (Economou und Wickner, 1994) wurde, dann müßte ökonomischerweise die
proteinablösende Modifikation von Pas EDL933 in der inneren Membran ein relativ schneller
Prozess sein, um eine Ansammlung von unfunktionellem Pas EDL933 in der Membran zu
vermeiden. So stellt sich weiterhin die Frage nach der Art der Modifikation von Pas und die
BedeutunginderSekretionderEsp-Proteine.
pasEDL933 sticht durch die Orientierung des Leserahmens aus dem unmittelbaren genetischen
Umfeld (8 Gene upstream und 4 Gene downstream mit entgegengesetzen Orientierungen)
hervor,charakterisiertdurcheinen rho-unabhängigenTerminatordownstreamdesGens,der pas
von eaeA  trennt. Das pas-Gen steht am Beginn einer Transkriptionseinheit und der
Transkriptionsstart ist weniger als 100 bp vom Startcodon entfernt, wie aus 5'-RACE-
Experimenten gefolgertwurde.DurchPrimerExtensionAnalyse konnten zweiStartpunkte der
Transkription auf 58 bp und 60 bp upstream vom Startcodon von pasEDL933 festgelegtwerden,
Datennichtgezeigt).DieTranskriptionerfolgtdemnachmonocistronisch, scheint jedochdurch
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ähnliche Einflüsse wie das esp-Operon und sepL  aktiviert zu werden (Wachstumsphase,
Temperatur, Mn 2+, Mg 2+, jedoch nicht Osmolarität per se ). In der Tat weist der zugewiesene
PromotorbereichstarkeHomologien zumPromotor des esp-Operons auf,wobei imGegensatz
zum esp-OperonderalternativeSigmafaktor σSoffensichtlichkeinenEinflußaufdieExpression
von pasEDL933ausübt.
pas istneben escF daseinzigebekannteGendesTyp IIISekretionssystems,das imProphagen
zugewandtenAbschnittdesLEE EDL933 situiert ist (Perna et al. 1998).Allerdings liegen auch in
diesem Bereich noch nicht charakterisierte Gene, die über 98% Identität zu den
Nukleotidsequenzen aus EPEC aufweisen. Insgesamt wurden zwölf Gene der veröffentlichten
LEE-SequenzdemTyp III Sekretionssystemzugeschrieben, so dasswahrscheinlich nochmehr
als achtGene hierfür zu bestimmen sind (Galán, 1997; Bogdanove et al. 1996).DieGene des
TypIIISekretionssystemssindzumgrößtenTeilhochkonserviert,und16derunbekanntenORFs
im LEE zeigen Identitäten über 98% zu den respektiven EPEC-Sequenzen, so dass
wahrscheinlichdergesamteTypIIISekretionsapparatvollständigaufdemLEEkodiertvorliegt.
Hierfür sprichtauch,dassdieMobilisierungdergesamtenLEE-SequenzausEPEC in einen E.
coli K-12-StammzurAusprägungdesA/E-Phänotypsführte(McDanielundKaper,1997).
4.  SepL:einregulativesProteindesTypIIISekretionssystems
Upstream von pas und in entgegengesetzter Richtung kodiert liegt sepL, dem bislang keine
Funktionzugesprochenwurde(Pernaetal.1998;Elliottetal.1998).Elliottetal.vermutetendie
Beteiligung des Proteins im Typ III Sekretionssystem, was auch aus der Namensgebung sep
(secretion of E. coli  p roteins) hervorgeht. Die Promotorbereiche für pasEDL933 und sepLEDL933
überschneidensichwahrscheinlich,wennauchnicht imkodierendenBereichbeiderGene.Auch
sepLEDL933 wird-entgegendenVermutungenvonPernaetal.(Pernaetal.1998)undElliottetal.
(Elliott et al. 1998) - monocistronisch transkribiert, wie RNA-Analysen an diesem und dem
downstream folgenden espAEDL933 aufzeigten. Dies ist wegen der geringen Distanz des sepL-
Operators und des esp-Operators (58 bp) durchaus erstaunlich und indiziert, dass der
Promotorbereich des esp-Operons in den kodierenden Bereich von sepL  fällt. Aus diesem
Grunde ist die konstruierte Deletionsmutante von sepLEDL933 nur mit Einschränkung
aussagekräftig (trotz intensiver Bemühungen konnte bislang keine bessere Mutante hergestellt
werden).Derpostulierten-35-RegionfehlenindiesemKonstruktdreiNukleotide,sodassdiein
der Deletionsmutante beobachtete schwächere Expression und darauf folgend die schwache
Sekretion und die verminderte Adhärenz an HeLa-Zellen in der eingeschränkten
BindungseffizienzderRNA-Polymerasebegründet liegenkönnte.Allerdingskann trotzdemdie
Aussage getroffen werden, dass SepL im Prozess des A/E eine Rolle spielt, da eine
Komplementationsmutante von EHEC EDL933 ∆sepL, in der zwar sepLEDL933, nicht aber die
Genedes esp-Operons ( espAEDL933, espDEDL933 und espBEDL933) zurVerfügunggestelltwurden,
in ihrer Adhäsivität und Fähigkeit zur Aktinakkumulation wiederhergestellt wurde. Die
InfektionseffizienzanHeLa-ZellenwarbeidieserKomplementationsmutantenicht sogroßwie
beimWildtyp,wasmöglicherweise auf die immer noch geringere Expression des esp-Operons
zurückzuführenist,wiediesauchausderAnalysedersekretiertenProteineerkennbarwar.Aber






Kennyetal.1996).DemnachsollteEspE,dessenOperatornicht direkt durch dieDeletion von
sepLEDL933beeinträchtigtwar, indieserMutante unbeeinflußt exprimiert und sekretiertwerden.
Die Sekretionsrate von EspE erwies sich bei der ∆sepL-Mutante als genauso hoch wie beim
Wildtypstamm, was darauf hindeutet, dass SepL kein essentieller Bestandteil des Typ III
Sekretionsapparates ist, umZielproteine auszuschleusen, und somit war die gestörte Sekretion
der Proteine EspA, EspD und EspB keine Folge eines defekten Sekretionsapparates.
Interessanterweise zeigten sich aber bei derAnalyse desKulturüberstandes von EDL933 ∆sepL
mehrere Banden für EspE im Western Blot, was eventuell auf die Degradation des Proteins
hinweist.EskönntealsomöglicherweiseeinspezifischesChaperonfürEspEdurchdieDeletion
von sepLEDL933 inaktiviert worden sein, wodurch das Protein bereits im Cytoplasma des
BakteriumsvorproteolytischenAktivitätenungeschütztbliebe,unddadurchEspEundverkürzte
EspE-Fragmentemit einem (N-terminalen) Sekretionssignal in dasMedium sekretiert würden.
Die Chaperon-Zielprotein-Interaktion des Typ III Sekretionssystems erfolgt sofort nach der
SynthesedesZielproteins(Wattiauetal.1996),undnormalerweiseführtdasFehlenspezifischer
Chaperone zurBlockierungderSekretion des betreffendenZielproteins (Woestyn et al. 1996).
AberdaßverkürzteProteineauchtatsächlichsekretiertwerdenkönnen,zeigtsichalleinschonan
der Sekretion von Reporterproteinen, die lediglich eine kurze N-terminale Sequenz des
Zielproteins beinhalten (Wolff et al. 1998; Sory und Cornelis, 1994). Wainwright und Kaper
berichtetendarüberhinausvondemVorliegenvonDegradationsproduktenvonEspA,EspDund
EspD im Kulturüberstand, die anhand ihresN-Terminus identifiziert wurden (Wainwright und
Kaper,1998).
DieDetektion verkürzter EspE-Fragmente deutete auf das mögliche Fehlen eines spezifischen
Chaperons hin.Da ersteHinweise fürOrfU als spezifisches Chaperon für EspE veröffentlicht
wordensind, könnte dessenExpression gestört sein.Einweiterer potentiellerHinweis auf eine
veränderte Regulation in der Deletionsmutante bietet die Übersekretion eines unbekannten 54
kDa großen Proteins. Die N-terminale Ansequenzierung des Proteins und anschließende
Sequenzanalyse ergab keine signifikantenAnhaltspunkte auf bekannte Proteine.Dies bedeutet,
dassdaskodierendeGenaußerhalbder fürEHECundEPECbekanntenSequenzbereiche liegt.
Ob das erste Methionin des N-Terminus auch das Produkt des Startcodons darstellt, ist nicht
bekannt.SolltediesderFall sein, sowirdauchdiesesProteinmöglicherweiseüberdasTyp III
Sekretionssystem sekretiert. Alternativ könnte es auch ein Zielprotein des Typ I
Sekretionssystems sein, in dem ebenfalls keine Prozessierung stattfindet (Binet et al. 1997).
P54EDL933scheintjedochnichtdasvonEbeletal.beschriebenesekretierteProteinvergleichbarer
Größe zu sein, das inSTEC413.89-1 beiWachstum inLB-Medium verstärkt sekretiertwurde
(Ebel et al. 1996) und sich als Flagellin-Protein herausstellte (Ebel, pers. Mitteilung). Die
ÜbersekretiondesunbekanntenP54 EDL933 lieferteeine großeMenge anProtein, so dass derN-
Terminussicherbestimmtwerdenkonnte und auch für dieHerstellung spezifischerAntikörper




DieRollevonSepL EDL933 alsRegulatorwird durch die IdentifizierungmehrererMotiveDNA-
bindenderProteineunterstützt.DasLeucin-Zipper-Motiv(LZM)istanderBildungvonDimeren
beteiligt und gibt dadurch zwei parallele positiv geladene Bereiche frei (für jede Untereinheit
einenBereich),die inderDNA-Bindung involviertsind(Lewin,1991;Landschulzetal.1988).
In unmittelbarer Nähe zum LZM auf der N-terminalen Seite der Aminosäuresequenz aus
SepLEDL933 finden sich fünf positiv geladene Lysine, etwas weiter N-terminal weitere fünf
LysineundeinArginin.AlsHomodimerwürdeSepL EDL933somitvierpositivgeladeneBereiche
füreinepotentielleBindungandieDNAzurVerfügungstellen(s.Abb.81).
Abb. 81: Schematische Darstellung einer putativen
HomodimerisierungvonSepL EDL933 (nachLewin,1991).
() Hydrophobes Interface aus Leucin undMethionin;
(+) positiv geladeneReste zur Solvatisierung des LZM;
(+) putative DNA-Bindungsst ellen. (NH 2-) N-Terminus
vonSepL;(COOH-)C-TerminusvonSepL.
Der N-terminal gelegene potentielle Bindungsbereich weist zudem eine signifikante
Übereinstimmungmit demKRY-Motiv der DNA Polymerase Familie B auf, was die Theorie
eines DNA-Bindungspotentials dieses Bereiches unterstützt. Innerhalb des LZM finden sich
ebenfallspositivgeladeneLysine.Ineinem helicalwheel betrachtetstehensichdieLeucineund
diese Lysine des LZM direkt gegenüber, was bedeuten dürfte, dass die hydrophobe
WechselwirkungderLeucine zweierUntereinheiten, die zurAusbildungdes 'Reißverschlusses'
eines Dimers führt, mit Hilfe polarer Reste unterstützt wird, die die Solvatisierung dieses
Konstruktes und somit dessen Stabilität fördern. Für eine weitere Stützung dieser Hypothese






Aggarwal, 1990). Für SepL wurden hingegen zwölf Aminosäuren vorhergesagt, die in diesen
Knick-Bereich fallen.DasHTHM imN-Terminuswurde fürRegulatorenderLysR-Familie als
Charakteristikumbeschrieben(Schell,1993)unddieUntersuchungderAminosäuresequenzvon
SepLEDL933 inHinblickaufdasSequenzmotivderLysR-Familie (HenikoffundHenikoff,1994)
zeigte, dass nur vier aus 31 Aminosäuren von der Konsensussequenz abwichen. So gibt es
CharakteristikainSepL EDL933,dieandieLysR-Regulatorfamilieerinnern,nichtaberkonserviert
vorliegen.EinenbesserenHinweisaufdaspotentielleVorliegeneinesDNA-bindendenProteins
bietetdieAndeutungeinesHelix-Loop-Helix-Motivs (HLHM) imN-Terminus vonSepL EDL933.
Dieses Motiv wurde im N-Terminus vieler eukaryontischer Proteine nachgewiesen, die eine
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Benezra et al. 1990). Das HLHM scheint für die Multimerisierung der Regulatoren
verantwortlich zu sein und übt in indirekterWeise eine regulatorische Funktion aus, indem es
entweder die DNA-bindende Eigenschaft des Protein-Komplexes erhöht (Murre et al. 1989b;
Davis et al. 1987) oder bei Fehlen einer DNA-bindenden Region in Konkurrenz zu DNA-
bindenden Untereinheiten tritt und durch die Bildung unfunktionaler Protein-Komplexe die
Regulatoren inhibiert (Benezra et al. 1990). Als DNA-bindende Regionen sind in dieser
Proteinfamilie basische Bereiche unmittelbar N-terminal vom HLHM beschrieben worden
(Benezra et al. 1990). In SepL EDL933 wurde hingegen ein basischer Bereich C-terminal vom
putativenHLHMentdeckt.
Nach diesen Hinweisen wurden DNA-Bindungsstudien an Promotorbereichen der IR EDL933
durchgeführt, allerdings ohne Erfolg. Die Übersekretion eines unbekannten Proteins könnte
daher auf eine in trans  Beeinflussung außerhalb des LEE EDL933 und/oder den regulatorischen
Eingriff auf eine höhere hierarchische Ebene hindeuten, beispielsweise die Inhibition eines
anderen Regulators durch Komplexierung. Zur weiteren Einengung einer potentiellen DNA-
bindendenFunktionvonSepL EDL933wärendahergrundlegendeExperimentenotwendig,wiez.B.
die Methode von Tanaka (Tanaka et al. 1993), in der ein Gemisch zufälliger Oligomere mit
gleichen, externen spezifischen Primersequenzen als DNA-Pool dient und solche Oligomere
selektiertwerden,diedurchdasProteingebundenwerden.DerVorteildieserMethode ist,dass
nicht nur die DNA-Bindung nachgewiesen werden kann, sondern dass gleichzeitig die
spezifischeDNA-Sequenzbestimmbarist.Zuberücksichtigenisthierbeiauch,dassdasLZMdie
Möglichkeit der Bildung von Heterodimeren zur vollen Funktionstüchtigkeit von SepL EDL933
beinhaltet. Ebenso sollte in Erwägung gezogen werden, ob SepL EDL933 als His'-Fusionsprotein
nichtreaktivwarodereineModifikationwiez.B.einePhosphorylierungdesProteinsnotwendig
ist.
DieLokalisierung vonSepL EDL933 ergab, dass das Protein imCytoplasma vorhandenwar,was
füreinDNA-bindendesProteinzuerwartenist.DarüberhinausjedochlagSepL EDL933inmitder
äußerenMembran von EDL933 assoziiert vor. Die immunfluoreszenzmikroskopische Analyse
ergab, dass SepL EDL933 im Wildtyp-Stamm während einer Infektion an HeLa-Zellen nur bei
wenigen Bakterien detektierbar war. Erst die immunfluoreszenzmikroskopische Analyse der
komplementierten sepL-Mutante und der wahrscheinlich hierdurch unstöchiometrischen
ExpressionvonSepL EDL933belegteeindeutig,dassSepL EDL933 inbzw.anderäußerenMembran
vorlagund externeBereiche besaß, die fürAntikörper zugänglichwaren.DieseTopologiewar
nichtvorhersehbargewesen,zumalcomputergestützteAlgorithmen für dieAminosäuresequenz
keine transmembranen Domänen andeuteten. SepL EDL933 besitzt auch keine N-terminale
Signalsequenz, so dass der Export durch die innere Membran sec-unabhängig erfolgt. Das
Auffinden von SepL EDL933 in der Fraktion der äußeren Membran bedeutet aber nicht
zwangsläufig, dass SepL EDL933 ein integrales Membranprotein ist, sondern es könnte fest mit
(einem) anderen Protein(en) assoziiert vorliegen. Daraufhin durchgeführte Protein-
bindungsstudienvonSepL EDL933 enthüllten, dassSepL EDL933 in derLage ist, an ein sekretiertes





DieFunktion vonEspA inEPEC liegtnachAussagenvonKennyet al. in derVermittlungder
Signaltransduktion,dieu.a. zurAktinakkumulation führt (Kennyet al. 1996).DieseHypothese
entsprangderBeobachtung,dass espA-DeletionsmutantenvonEPECzwarumeinenFaktorvon




413.89-1 konstruierten Deletionen in espA  hingegen führten zum Verlust der Adhäsivität an
HeLa-Zellen(Ebeletal.1998;dieseArbeit),waseinenbedeutendenHinweisaufdieRollevon
EspAinSTEC-Stämmengibt,aucheineinitialeBindungandieWirtszellezuvermitteln.EPEC
produzieren BFP, die eine Bindung an eukaryontische Zellen vermitteln können (Giròn et al.
1991),undRDEC-1bildetAF/R1-Adhäsine (Wolf undBoedeker, 1990), die in vielleicht noch
bessererWeisealsBFPdenVerlustderdurchEspAvermitteltenBindungseigenschaftmaskieren
können. EHEC dagegen besitzen keine BFP (Gunzburg et al. 1995; Ebel et al. 1998) und die
Rolleeines inEHECbeschriebenen fimbrialenFaktors (Karchet al.1987)wurdebislangnicht
weiteraufgeklärt;dochscheintdieseOberflächenstrukturnichtdieAdhäsionanHeLa-Zellenzu
vermitteln, da die Adhäsivität der espA-Mutante nahezu vollständig aufgehoben war. Zudem
genügt bereits der Transfer des LEE in einen nicht-pathogenen E. coli -Stamm, um diesem die
volleFähigkeitzurA/Ezuübertragen(McDanielundKaper,1997),somitalsodieDurchführung
einer initialen und anschließend engen Bindung an die Wirtszellen, wodurch die ursprünglich
zugewiesene Monopolstellung plasmidkodierter Adhäsionsfaktoren an der initialen Bindung
(Rosenshineetal.1996b;Donnenbergetal.1992)weiterinFragegestelltwird.
Die Analyse der Aminosäuresequenz deutete daraufhin, dass EspA eine coiled-coil  Domäne
enthält, die einem Motiv aus Flagellin-Molekülen homolog ist. Dieses Motiv dürfte für die
Multimerisierung von Flagellin-Untereinheiten verantwortlich sein (Lupas et al. 1991). Es
könntemöglicherweiseaucheinSignal fürdenTransportmittelsdesTypIIISekretionssystems
bilden,dainvielenZielproteinendesTypIIISekretionssystems coiled-coil Strukturengefunden
wurden (Pallen et al. 1997) und das Typ III Sekretionssystem in dieser Hinsicht an den
Aufbaumechanismus von Flagellen und Pili erinnert (Knutton et al. 1998). EspA aus STEC
413.89-1bildetmindestensDimere undTrimere aus (Ebel et al. 1998), undWesternBlotsmit
Kulturüberständen aus EDL933 resultierten bisweilen in ebenfalls höhermolekularen Signalen.
HrpAaus P.syringae  istwieEspAeinZielproteindesTypIIISekretionssystems.Esbildetdie
Hauptkomponente filamentöser Oberflächenstrukturen, die eine Bindung der Bakterien an die
Wirtszelle und/oder die Translokation von Effektormolekülen vermitteln (He, 1997), und
aufgereinigtesHrpAassimiliert spontan zu höhermolekularen Filamenten (Roine et al. 1997a).
Die Hypothese, dass das Typ III Sekretionssystem in der Biosynthese von
Oberflächenorganellen involviert ist, wurde bereits 1993 von Carpenter et al.  aufgestellt
(Carpenter et al. 1993). Der Nachweis, dass EspA ebenso in der Ausbildung filamentöser
Oberflächenstrukturen involviert ist, gelang durch immunfluoreszenzmikroskopische und
immunoelektronenmikroskopische Analysen. Die beobachteten Strukturen erinnerten an die
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surfaceappendages  (Invasomen)von Salmonella,diedurchdiePathogenitätsinselSPI1kodiert
werdenundfürdieInvasionderBakterienverantwortlichsind(Ginocchioetal.1994).Während
derBegutachtung der Veröffentlichung über EspA (Ebel et al. 1998) erschien die Publikation
vonKnuttonet al.  überEspAausEPEC(Knuttonet al.1998), inder vergleichbareErgebnisse
gezeigtwurden.STEC/EPECbildeten30nmbzw.bis50nmdicke,biszu2µmlangeFilamente,
die mit EspA spezifischen Antikörpern reagierten und somit EspA als eine Hauptkomponente
dieser surface appendages  auswiesen. Diese EspA-Filamente waren aus Bündeln dünnerer
Stränge von etwa 7-8 nm Dicke aufgebaut und etablierten eine direkte Verbindung vom
Bakterium zur Wirtszelle. Es wurden auch interbakterielle Filamente beobachtet, die
möglicherweise an der Ausbildung von Mikrokolonien bei EHEC mitwirken, aber die




traten dieseVerbindung nochvor der engenAdhäsion derBakterien an dieWirtszelle auf und
wurden,wennauchnur langsam,nachderAnhaftungderBakterienzurückgebildet (Knuttonet
al.1998;Ebeletal.1998).Diesstehtauch imEinklangmitRegulationsstudienam esp-Operon,
bei denen die Einstellung der Expression esp-Operon-kodierter Proteine in eng adhärenten
Bakterien registriert wurde (Beltrametti et al. 1999). Die EspA-Filamente könnten also als
Translokatorapparat für die gezielte Translokation des Intimin-Rezeptors und anderer
Effektorproteine in die Wirtszelle dienen. Knutton et al.  konnten die postulierte
Translokationsfunktion der EspA-Filamente nachweisen, indem sie zeigten, dass EspB sowie
EspB-Cya-Fusionen in direkter Abhängigkeit von EspA translokiert wurden (Knutton et al.
1998). Eine Folge des Verlustes einer espA-Deletionsmutante aus STEC, Effektorproteine
transportieren zu können, wurde durch Ebel et al. (Ebel et al. 1998) beschrieben. Neutrophile
werdendurch bakterielle InfektedesDarmesangezogen (Dean-Nystocet al.1997).WieEPEC
besitzen auch STEC anti-phagocytotische Eigenschaften, die ihre Kolonisierung auf
Makrophagenermöglichen(Goosneyetal.1999;Ebeletal.1998);die espA-MutantevonSTEC
413.89-1dagegenwarnichtmehr inderLage, ihrephagocytotischeAufnahmedurchJ774-A1-
Makrophagen zu verhindern (Ebel et al. 1998), wahrscheinlich weil in dieser Mutante keine
Translokationputativeranti-phagocytotischerEffektorenerfolgte.
Esstellt sichdieFrage,welcheKomponentennebenEspAdieFilamente aufbauenundwelche
dieser Komponenten die adhäsive Eigenschaft besitzen, an Epithelzellen binden zu können.
Denkbar ist, dass an der Spitze eines Filamentes bindende Proteine gelagert sind, da die
Bakterien-Zell-Kontakte stets vertikal zur Epithelzelle beobachtetwurden und keine Filamente
längs der eukaryontischen Oberfläche verliefen. Oftmals stellten die EspA-Filamente die
Verbindung zu Mikrovilli her, wobei die Abgrenzungen zwischen prokaryontischer und
eukaryontischer Oberfläche in der rasterelektronenmikroskopischen Analyse nicht mehr
nachvollziehbar waren. Mikrovilli lagerten jedoch auch entlang der Bakterienoberfläche, was
eventuell mit einer Bindung an beobachtete Ausläufer der EspA-Filamente entlang der
bakteriellen Oberfläche einhergeht. Ob die aufgelagerten EspA-Filamente in vivo  vorkommen




Bindungseigenschaften von EspA an HeLa-Zellen. Ein Problem in diesem Testsystem war
sicherlich, dass die anzunehmende Adhäsivität von EspA nicht sehr groß ist (Knutton et al.




EspD wurde als eine weitere potentielle Komponente der EspA-Filamente vorgeschlagen
(Knuttonet al.1998),daeine espD-Mutante vonEPECgeringereMengen anEspA sekretierte
(Laiet al.1997;Knuttonet al.1998),dieEspA-FilamentedieserMutantekürzerwaren als die
desWildtypsunddieAdhäsionandieeukaryontischenZielzelleneingeschränktwar(Knuttonet
al. 1998). ImGegensatz hierzu war die Sekretion von EspA und EspB durch die nicht-polare
espD-Deletionsmutante von EDL933 nicht vermindert. Wie aus Plattierungsstudien,
immunfluoreszenz- und rasterelektronenmikroskopischen Analysen hervorging, war die
AdhäsivitätdieserMutanteeingeschränkt,jedochnichtabsolutunterbundenundunterschiedsich
so von der espA-Mutante von EDL933. Allerdings resultierten sehr stringente




Mutante nicht erreichtwurde, kann daraus geschlossenwerden, dass keineAktinakkumulation
erfolgte, wohingegen EspE/Tir für dieses Ereignis als Nukleator fungiert (Kenny, 1999).
Hingegen war das Verhältnis von intrazellulären zu adhärenten Bakterien der espD-Mutante
höheralsbeimWildtyp.EineandereErklärungsmöglichkeitfürdenErhalteinergleichenAnzahl
intrazellulärer Bakterien bei der Infektionmit demWildtypstamm bzw. mit der espD-Mutante
würde sich eröffnen, wenn ein für die Invasion notwendiger eukaryontischer Rezeptor nur in
begrenzterAnzahl zurVerfügung stünde.Damit könnte sich dieSituation ergeben, daß bereits
die geringe Anzahl adhärenter Bakterien dieseRezeptoren sättigt. Sollte dies der Fall sein, so
müsstefürdieInvasionvonEHECeinandererMechanismusoderdasFehleneinesalternativen
Mechanismus als für die Invasion von EPEC postuliert werden, da EPEC um ein 10faches
stärker invasiv ist alsEHEC.Durch dieKoinfektionen einesEHEC-Stammesmit einerEPEC-
Mutante, der Intimin fehlte und die dadurch nicht eng an die Wirtszellen anhaftete, konnte
nachgewiesenwerden,daßdie InvasivitätvonEHECdurchaus gesteigertwerdenkann (Ismaili
et al. 1998). Tatsächlich konnte von mehreren Autoren gezeigt werden, daß die Invasivität
sowohl von EPEC als auch von EHEC in Abhängigkeit von der eukaryontischen Zelllinie
variierte(Oelschlaegeret al.1994;McKeeundO'Brien,1995;Matthewset al.1997).Indieser
Arbeitwurdedarüberhinaus registriert,daß sich selbst Sub-Zelllinien vonHeLa-Zellen in ihrer
Disposition zur Aufnahme von EHEC unterschieden. Matthews et al. berichteten, daß die
Aufnahme von EHEC in MAC-T-Zellen ( bovine mammary secretory cells ) Mikrofilament-
abhängig,aberunabhängigvonMikrotubuliwar(Matthewsetal.1997),undOelschlaegeretal.
fanden Unterschiede in der Nutzung von Mikrofilamenten bei der Invasion durch EHEC in
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verschiedene Zelllinien (Oelschlaeger et al. 1994). Die Invasion durch EPEC scheint dagegen
generellMikrofilament- undMikrotubuli-abhängig zu sein (Francis et al. 1991).Ob durch die
Koinfektion von EHEC und einer eaeA-Mutante von EPEC der Aufnahmemechanismus über
Mikrofilamente fürEHECzugänglich gemachtwird und daher eine höhereZahl intrazellulärer
Bakterien zu finden ist,muss geklärtwerden. Alternativ könnte die Translokation von EPEC-
Effektoren, die über die EspA-Filamente ohne eine enge Anhaftung der Bakterien an die
Wirtszelle möglich ist, eine verbesserte Grundlage oder eine zusätzliche Komponente für die
Invasion liefern. Bemerkenswert ist, daß im Falle einer Koinfektion phosphorylierte Proteine
innerhalb der eukaryontischen Zelle ähnlich wie bei der Infektion mit EPEC zu finden sind
(Ismailietal.1998).
DieKomplementationder espD-MutantevonEDL933zeigte,daß durch dieVerfügbarkeit von
espD in trans  die Adhärenz und die Fähigkeit zur fokalen Akkumulation von Aktin
wiederhergestellt werden konnte, die mit dem Wildtypstamm vergleichbar war. Für die
Komplementation von EHEC EDL933 ∆espD wurde ein Plasmid eingesetzt, das außer dem
intaktenGen fürEspDauchdenBereichupstreambiszum3'-Bereich von eaeA  enthielt.Somit
war in dieser Komplementationsmutante die Expression von espD durch den natürlichen
Promotor des esp-Operons möglich. Daß allerdings der upstream-Bereich nicht per se die
Komplementation ermöglichte,wurde dadurch gezeigt, dass die espD-Mutante nicht durch ein
Plasmidkomplementierbarwar,dasdengleichenLEE-Abschnitt, jedochohne das vollständige
espD-Gen,enthielt.Ebensokonnte inder espD-Mutante ein polarerEffekt auf die downstream
des deletiertenBereiches kodiertenGene ausgeschlossenwerden, da die Komplementation der
MutantemiteinemPlasmiderfolgte,daskeinintaktes espB enthielt.
DiestehendeAnzuchtder espD-Mutanteführtezueiner lockerenSedimentationderKultur,die
nichtbeimWildtypstammbeobachtetwurde.Wurde die espD-MutantemehrereTage bei 37°C
unterSchütteln inZellkulturmedium inkubiert, erfolgte die Zusammenklumpung der Bakterien
zurundenPelletsundeskonntenProteinpräzipitatebeobachtetwerden,dieandieInduktionder
Proteinsekretionvon YersinianacheinemTemperaturshifterinnerten(Michielsetal.1990).Der
WildtypstammvonEHECwiesdagegennurwenigPräzipitat auf.Wie bei Yersinia  ist auch in
demFallder espD-Mutantedenkbar,daßdiehydrophobensekretiertenProteineaggregierenoder
zumakromolekularenStrukturenautoassimilieren.OffensichtlichverhinderndieProduktionund




auf ihrerOberfläche auf,was auch bei Bakterien im Zellkulturmedium entdeckt wurde. Diese
Aggregate verbanden sich mit Bakterien, so dass viele Bakterien miteinander verklumpten.
DieserBefunderklärtedieBeobachtung,dassdie espD-MutanteimGegensatzzumWildtypund
zu anderen Mutanten von EHEC EDL933 (i.e. espA, pas, sepL) unbeweglich war und in
stehenden Übernachtkulturen sedimentierte. Immunfluoreszenzmikroskopische Analysen der
espD-MutantemiteinemspezifischenAntikörpergegenEspA ließenvermuten,dassessichbei
diesen Aggregaten um sekretiertes und an der Oberfläche der Bakterien anhaftendes EspA
handelte,dasnicht inkoordinierteEspA-Filamenteaufgebautwurde.SomitwurdedieAussage
von Knutton et al. bestätigt, dass EspD für den Aufbau der EspA-Filamente notwendig sei
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(Knuttonetal.1998).ImmunfluoreszenzmikroskopischeAnalysendesWildtypsEHECEDL933
mit einem spezifischen Antikörper gegen EspD sollten zeigen, ob EspD in direkterWeise als
zweiteKomponentederEspA-Filamenteinvolviertist.EspDkonntejedochnichtalsBestandteil




die Lokalisation von EspB während Infektionen mit EPEC (Wolff et al. 1998). Eine
Kreuzreaktion des verwendeten monoklonalen Antikörpers mit EspB EDL933 konnte jedoch
ausgeschlossenwerden, da in derWestern Blot Analyse der fraktionierten espD-Mutante kein
Signal erhalten wurde, wohingegen die Expression und Sekretion von EspB EDL933 durch diese
Mutante nachgewiesen werden konnten. Wegen der beobachteten fokalen Akkumulation von
EspDdeutetesichdiemöglicheIntegrationvonEspDwährendderInfektionmitEDL933indie
CytoplasmamembranderWirtszellean.
Bereits die Sequenzanalyse hatte ergeben, dass EspD mindestens drei wahrscheinliche
Transmembrandomänenbesitzt,unddiecomputergestützteTopologievorhersageerbrachteerste
HinweiseaufdieInsertiondesProteins ineukaryontischeMembranen.DieAnalysenvonEspD
aus EPEC und YopB aus Y. enterocolitica  hatten zwei hydrophobe Domänen aufgezeigt, die
möglicherweise in der Insertion derProteine in dieZielzelle beteiligt sind (Pallen et al. 1997).
Um dieMöglichkeit der Insertion von EspD in die Cytoplasmamembran der eukaryontischen
Zellen zu verifizieren, wurden infizierte HeLa-Zellen fraktioniert und die Fraktionen durch
Western Blot Analyse auf die Präsenz von EspD untersucht. EspD konnte in der
Cytoplasmamembran sowie in geringerer Menge im Cytosol der Epithelzellen nachgewiesen
werden. Diese Topologie ähnelt der von EspB (Wolff et al. 1998) und es drängt sich die
Vermutung auf, dass EspB und EspD analog zu YopB und YopD interagieren und als
Translokatoren in der Zellmembran eukaryontischer Zellen fungieren, wobei in EHEC/EPEC
beide Proteine dieses putativen heteromeren Komplexes neben ihrer Translokation in das
Cytosol vowiegend in der Cytoplasmamembran verbleiben, während im System von Yersinia
YopB in der Cytoplasmamembran verweilt und YopDweiter in das Cytosol translokiert wird
(Hakanssonetal.1996b;FrancisundWolfWatz,1998).
Eine espB-Mutante von EPEC produzierte EspA-Filamente, eine espD-Mutante dagegen nur
stark verkürzteFilamente (Knutton et al. 1998) und eine espD-Mutante aus EHEC bildete nur
noch unstrukturierte EspA-Filamente. Wenn aber EspD mit EspB als Translokator in der
Cytoplasmamembran der Wirtszelle inseriert vorliegt, stellt sich die Frage nach dem
Mechanismus der Beeinflussung von EspD auf die Ausbildung der EspA-Filamente. Einen
AnsatzzurKlärungdiesesPhänomenssolltedurchdieUntersuchungderaufgereinigtenProteine
EspA,EspDundEspBliefern.WiefürEspBalleinversuchtwordenist,hättefüreineMischung
beider Proteine die mögliche Bildung eines heteromeren Komplexes und dessen putative
porenbildende Eigenschaft wie auch verschiedene Protein-Protein-Interaktionen definierter
Komponentenanalysiertwerdenkönnen.DerVersucheinerÜberexpressionvonEspDalsHis'-
'EspD-Fusionsprotein schlug jedoch fehl, und auch die verminderte Expression eines
FusionskonstruktesdurchSubstratrepressionerzieltekeinErgebnis.AnalogberichtetenNeytund




Proteine spezifische Chaperon CesD (Wainwright et al. 1998) mit einbeziehen. Für EspD aus
STECundEPECwurdenbislangkeineFunktionen nachgewiesen, so dass die in dieserArbeit
durchgeführteCharakterisierungeinenweiterenSchrittinderAufklärungderRollevonEspDin
derPathogenitätdarstellt.
7.  GenetischeOrganisationundRegulationderIR EDL933
DieSequenzanalysefür pasEDL933hattebereitsangedeutet,dass pas/escDeineneigenenOperator
bildet.AberdieengeSituierungvon sepL, espA, espDund espB hattevielfachSpekulationenum
diegenetischeOrganisationdieserVirulenzgeneausEHEC/EPEChervorgerufen.Donnenberget
al. vermuteten, dass espB einen eigenen Promotor besitzt (Donnenberg et al. 1993b), andere
(Perna et al. 1998; Elliott et al. 1998) stellten die naheliegende Hypothese auf, die Gene
einschließlich sepL könntenco-transkribiertwerden.5'-RACEExperimentezeigten jedoch,dass
sowohl pasEDL933 als auch sepLEDL933 monocistronisch transkribiert werden. Weitere Versuche
zur Regulation dieser Gene wurden von F. Beltrametti durchgeführt und bestätigten die
monocistronische Transkription von pas bzw. sepL. Das 5'-RACE Experiment deckte
gleichzeitigauf,dass espAEDL933dasersteGeneinerneuenTranskriptionseinheit ist,wozuauch
espDEDL933und espBEDL933gehörten.DieNorthernBlotAnalyseergänztedieseAussage,wonach
espAEDL933, espDEDL933 und espBEDL933 ein eigenes Operon ( esp-Operon) bilden. Diese
Anordnung ähnelt derOrganisation derGene sseBCD für die homologen Effektorproteine des
SPI2-Locus aus Salmonella (Hensel et al. 1998), allerdings fehlt im esp-Operon ein zwischen
espA und espD lokalisiertesGenfüreindemChaperonSscAaus SalmonellahomologesProtein.
FürdiedownstreamgelegenenGenewarenzumZeitpunktdieserExperimentekeineSequenzen
bekannt,sodassSondenhierfürnichteinbezogenwerdenkonnten.Allerdingsindiziertschondie
Größe des bestimmten mRNA-Transkripts von etwa 2.8 kb, dass das Gen downstream von
espBEDL933(L0019)miteinerLängevon408bpnichtbeinhaltetseinkann.Für espBEDL933waren
keinezusätzlichenSignale imNorthernBloterhaltenwordenunddas5'-RACEExperiment für
espBEDL933hatte nur zu einem schwachenProdukt von etwa2,3 kb geführt,was auf dieLänge
der zu erwartenden cDNA- und PCR-Produkte durch die 3'-terminale Position von espBEDL933
auf dem mRNA-Transkript zurückgeführt wurde. Nach diesen Ergebnissen konnte unter den
angewandten Bedingungen für die Anzucht der bakteriellen Kulturen und die Isolierung der
RNAeinezweitePromotorstellefür espBEDL933ausgeschlossenwerden.
Somit sind die Gene der sekretierten Proteine EspA, EspD und EspB auf einem Operon
lokalisiert und werden demnach gemeinsam reguliert. Die in EPEC bei Kontakt mit
eukaryontischen Zellen beobachtete de novo  Biosynthese und Sekretion (Rosenshine et al.
1996a)solltesichdamitzumindestteilweisedurchdieAktivierungdesEspA-Promotorserklären
lassen. Die 5'-RACE Experimente hatten bereits den Hinweis auf den Bereich des
Transkriptionsstartes des esp-Operons gegeben, deuteten allerdings auf einen gleitenden
Startpunkt der Transkription hin. Eine genauere Bestimmung des Transkriptionsstartes wurde
aus einer Primer Extension Analyse erhalten. Infolgedessen konnten auch die potentielle
Pribnow-Schaller-Box und die -35-Box identifiziert werden. Die -10-Sequenz weist starke
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Homologienzurmöglicherweise σ70-abhängigen-10-Sequenzvon bfpA (Puenteetal.1996)auf,
demGen für dieHauptkomponente derBFP ausEPEC, sowie zur σS-abhängigen -10-Sequenz
von osmE (Conteretal.1997).DieserBefundharmoniertmitErgebnissenausEPEC,diefürdie
Gene perABC/bfpTVW dieKodierungeinesglobalenRegulatorszurExpressionderBFP (Tobe
et al. 1996; Puente et al. 1996), EspB (und nach den vorliegenden Erkenntnissen somit auch
EspAundEspD)undIntimin(GomezDuarteundKaper,1995) sowiemöglicherweiseweiterer
sekretierterProteine (KennyundFinlay,1995)postulieren. PerA/BfpT ist einAraC-homologer
Transkriptionsaktivator (Tobe et al. 1996; Gomez Duarte und Kaper, 1995) und bindet direkt
upstream von bfpA und eaeA  (Tobe et al. 1996). Allerdings ist PerA/BfpT in EPEC auf dem









Osmolarität isteinweitverbreitetesSignal fürdieRegulationvonVirulenzfaktoren (Porterund
Dorman, 1994;Mekalanos, 1992; Kenny et al. 1997a) und in Abhängigkeit vom spezifischen
InfektionsortdesOrganismusistdieExpression invitro untereineräquivalentenOsmolaritätam
höchsten (Mekalanos, 1992). Die optimale Expression des esp-Operons wurde mit 430 mM
NaCl bestimmt und durch Experimente mit einer equiosmolaren Sucrose-Konzentration
bestätigt. Die Temperatur per se hatte keinen bedeutenden Einfluss auf die Expression, wie
ExpressionsstudienunterniedrigenosmotischenBedingungenzeigten.AberinKombinationmit
hoher Osmolarität erwies sich die Expression als temperaturabhängig. Die durch höhere
Temperaturen bedingte Modifizierung der DNA-Struktur von Promotoren wurde als
physikalischeVerstärkungdertranskriptionellenAktivierungbeschrieben(LambertdeRouvroit
etal.1992)undkönnteauchimFalledes esp-OperonseinenverstärkendenEinflussbewirken.
Die natürliche Infektionsroute von EHEC beinhaltet sowohl niedrige osmotische Bedingungen
und meist niedrige Temperaturen außerhalb des Wirtes wie auch den kurzen Aufenthalt in
saurem Milieu (Magenpassage), gefolgt von alkalischem und am Infektionsort neutralem bis
leicht alkalischem pH-Wert, sowie hohe Osmolarität und Temperaturen um 37°C. Die
Expression derVirulenzfaktoren innerhalb desWirtes könnte also auch in Abhängigkeit eines
bestimmtenpH-Werts induziertwerden.Eswurde jedochgezeigt,dassdieExpressiondes esp-
OperonsnichtinAntwortaufeinenbestimmtenpH-Werterfolgte.
Während der Passage von EHEC durch den Magen wird wahrscheinlich das Wachstum
herunterreguliert. Im Intestinaltrakt findet das Pathogen jedoch optimaleBedingungen, um das
Wachstum erneut anzuregen.Dadurch befindet sich EHEC im Darm desWirtes in der frühen
logarithmischen Phase. Mit der Stimulation nahrungsreicher, pH-Wert und Temperatur
optimierter Bedingungen durch LB-Medium wurde die Hypothese einer Expression des esp-
Operons in der frühen logarithmischen Phase unterstützt. Allerdings ist die Wachstumsphase
alleinnichtausreichend,wieVersucheinMinimalmediumzeigten.
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Ein klar definiertes Medium ist das Zellkulturmedium, in dem EHEC und EPEC verstärkt
Proteinesekretieren(KennyundFinlay,1995;Ebeletal.1996),undesistvermutetworden,dass
bestimmteKomponentendesZellkulturmediumsdieExpression derProteine induzieren.Es ist
jedochzubedenken,dassdieSekretionderProteinewahrscheinlicheineBeobachtung invitro  ist
und invivo dieProteinezuhochmolekularenOberflächenstrukturenaufgebautbzw.gezieltindie
Wirtszelle translokiert werden. Die Induktion des esp-Operons war nur dann durch ß-
Galaktosidase-Studiennachzuweisen,wennHEPESdemMediumbeigefügtwar.Dieserklärtdie
erhöhte Sekretionsrate in HEPES-gepufferten Medien, nicht jedoch die beobachtete Sekretion
derEsp-ProteineinMedienohneHEPES.AndereKomponentenmit induzierenderWirkungauf
dieExpressiondes esp-OperonswarenMn 2+undCa 2+.Mn 2+istinderRegulationderExpression
vonMetall-Transporter-Systemenin Streptococcusund Yersinia involviert(Dintilhacetal.1997;
Bearden et al. 1998). Ca 2+ spielt vielfach eine bedeutende Rolle in der Regulation von
VirulenzgenenausverschiedenenpathogenenMikroorganismen(Puenteetal.1996;Mekalanos,
1992;Kenny et al. 1997a), und für Yersinia wurde einCa 2+-Regulator identifiziert, der an der
Oberfläche derBakterien exponiert ist (Galán et al. 1992). In den LEE-Sequenzen von EHEC
undEPECgibtesallerdingskeinHomologonzuYopN.DerEinflußvonCa 2+beliefsichvonder
frühen bismittleren logarithmischenPhase und resultierte in einer starkenExpression des esp-
Operons.WährendalsodervonIsmailietal.postulierteEinflußvonintrazelluläremCa 2+aufdie
cytoskeletaleReorganisationnachSignaltransduktionindereukaryontischenZelle(Ismailietal.
1995) durch neuere Untersuchungen in Frage gestellt wird (Bain et al. 1998), erfährt dieses
divalente Kation eine Bedeutungsbeimessung in der Expression von Virulenzfaktoren aus
EHEC,diezurSignaltransduktionessentiellsind.
ß-Galaktosidase-Studienmit einer rpoS-Mutante zeigten, dass die Expression des esp-Operons
durch σS reguliert wird. Hierdurch wurde die gefundene -10-Sequenz mit Homologien zum
osmE-Promotorbestätigt.IngeringemMaßewardas esp-OperontrotzdesFehlensvon σSdurch
einehoheOsmolarität induzierbar. σS istdafürbekannt,dieRegulation inderstationärenPhase
oderalsAntwortaufeinenosmotischenSchockeinzuleiten(Hengge-Aronisetal.1993;Hengge-
Aronis, 1996). Aber die Expression schien nicht allein σS-abhängig zu sein. Tanaka et al.
(Tanakaetal.1993)zeigten,dasseinigePromotorensowohldurchdasE σS-alsauchdurchdas
Eσ70-HoloenzymderRNA-Polymeraseerkanntwerdenkönnen.Somit stehtdieExpression des
esp-Operonsnichtnur inAbhängigkeit von σS, sondernkannauchdurch σ70 induziertwerden.
HierfürsprichtauchdieHomologieder-10-Sequenzzum bfpA-Promotor,fürdendieExpression
durch σ70vorgeschlagenwordenist(Puenteetal.1996).
H-NS ist ein globaler negativer Regulator, der in die Expression von Virulenzfaktoren vieler
pathogenerMikroorganismen eingreift (Porter und Dorman, 1994; Dorman, 1991; Atlung und
Ingmer, 1997). In einer hns-Mutante konnte eine 10-20fache De-Repression des esp-Operons
nachgewiesenwerden.Dies könnte durch dieÜberexpression des de-reprimierten σS in dieser
Mutante (Atlung und Ingmer, 1997) begründetwerden.H-NS greift aber auch inweiter unten
liegende Ebenen von Regulationskaskaden ein und bindet hierbei an spezifische
Erkennungssequenzen (Rimsky und Spassky, 1990), die auch in der Promotorregion des esp-
Operons detektiert wurden. Durch die Studien an einer ß-Galaktosidase-Fusion, der dieser
potentielleH-NS-Bindungsbereich fehlte, konnte dieVermutungdes direkten Eingriffs vonH-
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NS belegt werden. Die ß-Galaktosidase-Fusion ohne H-NS-Bindungsstelle wies trotz des
Vorliegens ineinem hns-positiven E.coli -Stammeine10facheDe-Repressiondes esp-Operons
auf.
8.  Schlussfolgerung: ein neues 4-Stufen-Modell für Infektionen von
EpithelzellenmitEHEC
Bei Infektionen vonEHECundEPECanEpithelzellen gehenmehrereSchritte voraus, die die
Wirtszelle für eine engeAdhäsion derBakterien vorbereiten. FrühereModelle für die Abfolge
derInfektionmitEPEC(Rosenshineetal.1996b;Donnenbergetal.1992)sahenvor,dassBFP
die initiale Bindung an die Wirtszelle bewirkten. Eine darauf folgende Sekretion von Esp-
Proteinen sollte eine Signaltransduktion in der Zielzelle auslösen, die u.a. eine Tyrosin-




Schema, dass EHEC trotz des Fehlens von BFP in der Lage ist, einen A/E-Phänotyp
auszuprägen.DarüberhinauszeigtenMcDanielundKaper1997,dass fürdieBildungvonA/E-
Läsionendiegesamte Information auf demLEEkodiert vorliegt (McDaniel undKaper, 1997).
ZwarbestehtdieMöglichkeit,dassEPECineinerersten lockerenBindungandieEpithelzellen




Die Analyse des ausgewählten Sequenzbereiches des LEE aus EHEC und EPEC hat ergeben,
dassdiedarinkodiertenProteineEspA,EspDundEspBmaßgeblichanderAusprägungderA/E-
Läsionen beteiligt sind. Dabei konnte die Vorstellung revidiert werden, dass diese
Virulenzfaktoren bei Kontakt mit Wirtszellen lediglich in das Medium ausgeschleust werden
(Hickset al.1998).Vielmehr fungiertdasTyp III SekretionssystemalsBiosyntheseapparat für
einen Pili-ähnlichen Translokationskanal, der aus EspA und möglicherweise noch anderen
Strukturproteinen besteht (EspA-Filament). Dieser Translokationskanal ist notwendig für die
Insertion von EspB und EspD in die Cytoplasmamembran der Wirtszelle. EspB und EspD
wiederum sind notwendig, um eine Aktinakkumulation oder bei EPEC eine Tyrosin-





Filamente allein bereits eine Initialbindung ermöglichen.FürEHEC sind diese Filamente auch
gleichzeitig das Medium, das interbakterielle Kontakte ermöglicht und so wahrscheinlich
(mit)verantwortlichfürdieBildungvonMikrokoloniensind.
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Abb. 82: 4-Stufenmod ellder AdhäsionvonEHECanEpithelzellen (modif iziertnachHickset al. 1998). (1)





es kommt zur phänotypischen Ausprägung des A/E. Eine Tyrosin-Phosphorylierung von EspE ist nicht
notwendig für eine stabile Intimin-Rezeptor-Bindung. EspE dient gleichsam als Nukleator zur
Aktinakkumulation,waszurAusbildungvon pedestalsundseltenerzurInvasionderBakterienführt.(4)Die
EspA-Filamente sind auch in der Quervernetzung der adhärenten Bakterien unter Bildung
dreidimensionalerMikrokolonienbeteiligt.
9.  Aussichten:BekämpfungvonEHEC-Infektionen
Die Neuentdeckung eines hochkontagiösen E. coli -Stammes und die Vehemenz zahlreicher
AusbrüchehabenweltweitfürInteresseanPräventionsmaßnahmengegenEHECgeweckt.Duch
EHECbedingte Infektionenverlaufen i.d.R. schnell,undzumZeitpunktderDiagnose istmeist
dieMöglichkeiteinertherapeutischenAbwehrnichtmehrgegeben.DiedirekteBekämpfungvon





sind allerdings weltweit ohne Belang, weil durch die Vakkzinierung gegen einen Serotyp der
RahmenderEHEC-Bekämpfungzuenggstecktwird.Esgibtüber200Serotypen,und invielen
LändernbildenandereSerotypenvonEHECdiegrößtenProbleme.DasichEPECundEHECin































homologe Pathogenitätsinsel beherbergen - und da überdies noch weitere enteropathogene
Bakterien ( Citrobacter, Hafnia, DAEC) ebenfalls über einen LEE verfügen und das A/E
auslösen, sollte möglicherweise angedacht werden, ob eine kombinierte Vakkzinierung gegen
diese Pathogene auf der Grundlage konservierter Faktoren des LEE durchführbar ist. Alle
genannten Pathogene enthalten Intimin, das eine starke Immunantwort hervorruft. Die
Lokalisation auf der Oberfläche und die absolute Notwendigkeit dieses Adhäsins für die
Kolonisierung der Bakterien eröffnet eine "Achillesferse", die in Kombination mit anderen
AntigeneneineguteGelegenheitzurerfolgreichenImmunisierungbietensollte.DieseArbeithat
gezeigt, dass EspA ein weiteres Antigen ist, das für den Zeitraum der Besiedlung von EHEC
durch die Ausbildung zu Filamenten eine große Angriffsfläche für das Immunsystem bieten
sollte. Die in dieser Arbeit verwendeten monoklonalen Antikörper gegen EspA reagierten
sowohlgegenEspAausEHECEDL933alsauchgegenEspAausEPECE2348/69.Zumindest
fürEHEC,EPECundDAEC sollten dieHomologien diesesProteins hochgenug sein, um die
durchVergabevonEspAeinesStammesdieProduktionspezifischerAntikörpergegenalledrei
pathogene E. coli  zu induzieren. SepL wurde als ein weiteres Oberflächenprotein von EHEC
bestimmt,dasdurch denLEEkodiertwird und das für die InfektionmitEHECnotwendig ist.
Dieses Protein ist in den bekannten LEE-Sequenzen stark konserviert, und somit bietet sich
möglicherweiseauchdiesesProteinalseingutesZielfürImmunisierungenan.
Die Aufklärung von Aspekten des Pathogenitätsprozesses von EHEC sowie der ihnen
unterliegendenRegulationsmechanismenkönnten zu neuen Alternativen in der therapeutischen
Intervention und Prävention von EHEC-Infektionen führen. Dabei sind die Identität und
EigenschaftendereingesetztenFaktorenund dieArt ihrerPräsentation ebensowichtigwie das
VerständnisüberdiezeitlicheExpression innerhalbderInfektion,um ineinermöglichst frühen
Phase der Infektion die Virulenz zu blockieren. Mit der Kenntnis um die Virulenzfaktoren
pathogener Organismen ergibt sich auch die Möglichkeit zur Abschätzung potentieller
Zielfaktoren für die Erzeugung attenuierter Impfstoffe und Trägerstämme. Um eine maximale
Immunantwort gegen enteropathogene Bakterien zu erhalten, sollte die Vakkzine oral
verabreicht und vorzugsweise in Form replizierender Bakterien dargereicht werden (Lindberg,
1998). Die zu EPEC und STEC verwandten REPEC adhärieren an M-Zellen der Peyer'schen
Platten (vonMoll undCantey, 1997). SolltenEPECebenfalls anM-Zellen binden, so könnten
sich attenuierte EPEC-Stämme als Impfstoff-Vektoren überaus eignen, da sie fest an die
Zielzellenadhärieren,durcheinegemäßigteInvasivitätauchdiebasolateralsituiertenZellendes
Immunsystemserreichenwürdenundweil siedaskompletteSystembeherbergen,umAntigene
wie Intimin,EspAoderSepLzuexprimieren und zu präsentieren. InAnlehnung an attenuierte
Salmonella-TrägerstämmesollteeineAttenuation vonEPECerzielbar sein, ohne diewichtigen
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ModifikationvonpMAK700oriT
Um die Notwendigkeit der einzelnen gefundenen ORFs innerhalb des IR EDL933 für die
Pathogenität von EHEC EDL933 zu best immen, sollten genau festgelegte in-frame
Deletionsmutanten erstellt werden. Zunächst wurde versucht, Konstrukte mit dem Suicide-
VektorpKNG101(Kanigaetal.1991)inEHECEDL933zubringen.Dasich jedochProbleme
mit der Selektion auf Sucrose ergaben, wurde der thermosensitive Suicide-Vektor
pMAK700oriTverwendet(Viretetal.1996).DieserVektorhatdenentscheidendenVorteil,dass
rekombinanteKlonezunächstalsextrachromosomalesKonstruktvorliegen,understimweiteren
Vorgehen auf die Integration des Vektors selektiert wird. Somit muss bei der Transformation
oderKonjugation lediglich auf den bei EHEC EDL933 oft schwierig erzielbaren Transfer der
DNA (Donnenberg et al. 1993a) selektiert werden. pMAK700oriT enthält jedoch nur wenige
singuläre Restriktionsschnittstellen, die für eine Klonierung in Frage kommen. Zudem lagen
bereits einige Deletionsfragmente in pCR2.1 kloniert vor. Für diese und künftige Fragmente






















































Abb. 83:  Vektorkarte von pANK1. mcs, multiple cloning site ; cam,
Chloramphenicolresistenz; rep101ts, thermosensitiver Replikationsursprung.
Die Liste gibt die Reihenfolge der Restriktionsschnittstellen wieder, der
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